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Résumé 
 
Certains adénovirus humains (HAdV) comme le sérotype 3 (appartenant au sous-groupe 
B) sont capables de former des particules pseudo-virales composées des deux protéines 
impliquées dans l’entrée virale : la base du penton et la fibre (= penton). En effet, 12 pentons 
sont capables de s’auto-assembler de manière symétrique pour former des particules appelées 
dodécaèdres (Dd). Dans le présent travail, nous avons modifié et caractérisé les dodécaèdres 
bases (c’est à dire des Dds sans fibres) de l’HAdV3 afin d’en faire une plateforme vectorielle 
multi-épitopique versatile appelée ADDomer (ADenovirus Dodecamer). Pour cela, nous avons 
identifié des régions de la base du penton permettant l’insertion de peptides d’intérêt et créé 
une plateforme génétique générique permettant l’insertion facile de ceux-ci par biologie 
synthétique. L’insertion de séquences codant un peptide d’intérêt directement dans le gène de 
l’ADDomer, résulte dans son exposition de manière multivalente à la surface de la VLP du fait 
de la pentamérisation puis de la dodécamérisation de la base. L’ADDomer a été produit et 
caractérisé afin d’évaluer sa capacité à vectoriser des épitopes linéaires ou structuralement 
complexes. Nous avons ensuite conçu une deuxième stratégie de vectorisation, toujours basée 
sur l’ADDomer mais cette fois-ci en utilisant l’interaction base/fibre. Un peptide mimant la 
partie de la fibre de l’HAdV3 (les 20 résidus N-terminaux) interagissant avec la base du penton 
a été élaboré pour servir d’adaptateur formant des liaisons covalentes avec l’ADDomer.  
 Le comportement de l’ADDomer in vivo a été étudié dans un contexte vaccinal. Pour 
cela, nous avons injecté l’ADDomer chez la souris afin de valider son transport vers le système 
lymphatique. Nous avons également démontré que l’ADDomer était capable de s’internaliser 
dans les monocytes et dans des cellules dendritiques dérivées de monocytes et d’induire les 
caractères spécifiques de maturation de ces dernières. Fort de ces résultats, nous avons généré 
un ADDomer vectorisant un épitope du virus Chikungunya décrit pour être la cible d’anticorps 
neutralisants de patients infectés par ce virus. Pour finir cette étude in vivo, nous avons évalué 
la capacité de l’ADDomer-TevChik à induire la réponse anti-épitopique et nous avons ainsi 
démontré que la façon dont l’épitope est présenté à la surface de l’ADDomer était importante 
pour obtenir une réponse significative.  
 
 Mots Clés : Adénovirus, Particule pseudo-virales, Dodécaèdre, Vectorisation, 
Plateforme multi-épitopique 
  
 
 
Abstract 
 
Some human adenoviruses (HAdV) such as adenovirus derived from serotype 3 
(belonging to subgroup B) are able to form virus-like particles composed of the two proteins 
involved in viral entry: the penton base and the fiber (= penton). Indeed, 12 pentons are able to 
self-assemble in a symmetrical manner to form penton dodecahedron (PtDd). In the present 
work, we modified and characterized the base dodecahedron (BsDd = PtDd without fiber) of 
HAdV3 in order to create a versatile multi-epitopic platform named ADDomer (ADenovirus 
Dodecamer). We have created a genetic platform allowing easy insertion of epitope(s) of 
interest (s) thanks to synthetic biology. The insertion of sequences encoding a peptide of interest 
in the ADDomer gene enable a multivalent exposure at the surface of the VLP due to the 
pentamerization then to the dodecamerization of the penton base. ADDomer has been produced 
and characterized to assess its ability to vectorize linear or structurally complex epitopes. We 
then designed a second vectorization strategy, still based on the ADDomer, but using the 
interaction penton base / fibre. A peptide mimicking the part of the Ad3 fiber interacting with 
the penton base (the 20 N-terminal residues) has been designed to serve as an adaptor forming 
covalent bonds with the ADDomer.  
The behavior of the ADDomer in vivo has been studied in a vaccine context. For this, 
we injected the ADDomer in mice to validate its transport to the lymphatic system. We have 
also demonstrated that ADDomer is able to internalize monocytes and dendritic cells derived 
from monocytes (MoDC) and induces the specific characters of MoDC maturation. Based on 
these results, we generated an ADDomer vectorizing an epitope of the Chikungunya virus 
(ADDomer TevChik) described to be the target of neutralizing antibodies of patients who have 
been infected by this virus. To conclude this in vivo study, we assessed the ability of ADDomer 
TevChik to induce the anti-epitopic response and thus demonstrated that the way the epitope is 
displayed on the surface of the ADDomer was important to obtain a meaningful response. 
 
Key words: Adenovirus, Virus Like Particle, Penton Dodecahedron, Vectorization, Multi-
epitopic Platform 
  
 
 
Liste des abréviations 
 
Å :   Angström 
Ad :   adénovirus 
ADN :  acide désoxyribonucléique 
ARN :  acide ribonucléique 
ARNm : acide ribonucléique messager 
BSA :  bovine serum albumine  
CAR :   Coxsackie and Adenovirus Receptor 
CD :  cluster de différentiation  
CPA :  cellule présentatrice d’antigène 
Da :  dalton 
Dd(s) :  dodécaèdre(s) 
DF :  dodécaèdre fibre 
DSG2 : desmogléine2 
E :   early  
HAdV(s) : human adenovirus(es) 
IPTG :  isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside 
ITR :  inverted terminal repeat 
kDa :  kilo dalton 
kpb :  kilo paire de bases  
L :  late 
PAGE : polyacrilamide gel electrophoresis 
PBS :  phosphate buffered salin  
PDB :  protein data bank 
rpm :  rotation par minute 
SDS :  sodium dodécyl sulfate  
Tev :  Tabacco Etch Virus 
TLR :  toll like receptor 
YFP :   yellow fluorescent protein 
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 5 
que, l’Homme, le cheval, le chien, les ovins, les bovins... Ce genre comprend aujourd’hui plus 
d’une centaine de sérotypes dont plus d’une soixantaine est répertorié chez l’Homme (Tableau 
1). Les sérotypes Humains sont classés en 7 sous-groupes allant de A à G, leurs différences se 
faisant grâce à des critères biologiques, génétiques, biochimiques et structuraux.  
 
Sous-Groupe Sérotype 
Nombre de répétition 
de motif dans la fibre 
Tropisme 
A 12,18,31 23 
Entérique 
Respiratoire 
B1 3, 7, 16, 21, 50 6 
Respiratoire 
Oculaire 
B2 11, 14, 34, 35 6 
Rénal 
Respiratoire 
Oculaire 
C 1, 2, 5, 6 22 / 18 (Ad6) 
Respiratoire 
Oculaire 
Lymphoïde 
Hépatique 
D 
8-10, 13, 15, 17, 19, 
20, 22-30, 32, 33, 36-
39, 42-49, 51, 53, 54, 
56, 58-60, 63-67 
8 
Oculaire 
Entérique 
E 4 12 
Respiratoire 
Oculaire 
F 40, 41 
12 pour la fibre courte 
22 pour la fibre longue 
Entérique 
G 52 
9 pour la fibre courte 
17 pour la fibre longue 
Entérique 
 
Tableau 1 : Classification des adénovirus humains  
De nos jours, une soixantaine de sérotypes humains sont répertoriés et classés en fonction de critères 
biologiques, biochimiques et structuraux. Le nombre de motif fibre est expliqué en page 10.  (extrait et 
modifié de « Adenovirus receptors: Implications for targeting of viral vectors » (Arnberg 2012)) 
 
Le genre Aviadénovirus est un adénovirus aviaire. Il a notamment servi de vecteur dans 
des essais précliniques chez les souris et les volailles visant à vacciner contre le virus de la 
grippe H5N1 (Soloff et al. 2006). 
  
 
  
 
  
 
  
 9 
On attribue aussi la responsabilité du tropisme hépatique lors d’une injection systémique 
des HAdVs à l’hexon du fait de son interaction avec certains facteurs de coagulation 
(Waddington et al. 2008). Cette interaction pourrait avoir lieu avec les régions hypervariables 
(HVR pour Hyper Variable Regions) et plus particulièrement l’HVR5 (Vigant et al. 2008). 
Cette découverte a permis de reconsidérer le reciblage des vecteurs adénoviraux car les travaux 
précédents ne s’intéressaient qu’à la modification du tropisme via la modification de la fibre, 
responsable de l’interaction avec les récepteurs primaires. 
La structure cristallographique de l’hexon fut résolu pour la première fois chez l’HAdV2 
puis plus tard chez l’HAdV5  (Burnett 1985) (Roberts et al. 1986) (Rux & Burnett 2000). Ces 
travaux ont permis de mettre en évidence la forme triangulaire du sommet du trimère alors que 
sa base a une forme hexagonale lui donnant son nom (Figure 4B). Cette forme géométrique lui 
procure une capacité d’interaction avec 6 voisins. Parmi tous les hexons qui composent la 
capside virale, on en distingue 2 classes au sein d’un même virus : ceux qui composent le groupe 
de neuf (GON : Group Of Nine) qui est au centre de chaque face (Everitt et al. 1975) et les 
hexons péri-pentonaux qui sont au sommet de la capside (Figure 4C). Le GON a été découvert 
en 1974 en dissociant la capside virale sous l’effet du désoxycholate de sodium à 56°C (Pereira 
& Wrigley 1974). Sa stabilité est liée à la protéine pIX (Colby & Shenk 1981) (Furcinitti et al. 
1989) (Liu et al. 2010) tandis que la stabilité des hexons péri-pentonaux est due aux protéines 
pV, VI et VIII (Figure 8). 
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Figure 9 : Représentation du cycle viral lytique des Ads 
1. Les Ads reconnaissent le récepteur primaire à la surface des cellules via la fibre 2. La base du penton 
interagit grâce au motif RGD avec les intégrines ce qui provoque l’internalisation 3. Dans les vésicules, le 
virus perd ses fibres et commence à exposer pVI 4. Rupture des endosomes par acidification du milieu et 
grâce à l’action de pVI sur la membrane des endosomes 5. Transport du matériel génétique encapsidé 
jusqu’au noyau via les microtubules 6. Injection de l’ADN dans le noyau 7. Transcription des ARNm 
précoces 8. Traduction des ARN précoces en protéines précoces 9. Certaines protéines précoces retournent 
dans le noyau pour activer la réplication virale 10. Transcription des ARNm tardifs 11. Traduction des ARN 
tardifs en protéines tardives 12. Les protéines tardives (structurales) retournent dans le noyau pour 
s’assembler 13. Les virions matures se forment grâce à la protéolyse des précurseurs 14. Les néo virions 
sont libérés par lyse de la cellule infectée. (Extrait de la thèse de Céline Fabry) 
  
 
  
 
  
 
  
 
  
 
  
 
  
 
  
 
  
 
  
 
  
 
  
 
  
 30 
pour que le génome thérapeutique persiste dans les cellules (Lieber et al. 1997). De plus, le 
génome ne doit pas être plus petit que 27 kpb sous peine de ne pas avoir d’encapsidation 
efficace. Il est donc important d’incorporer au génome des séquences d’ « ADN de 
remplissage » (stuffer DNA). 
 
 
Figure 15 : Génération de vecteur « gutless » utilisant le système Cre / loxP 
Les génomes gutless et helper sont co-transfectés dans des cellules 293 permissives exprimant Cre, où les 
deux génomes sont amplifiés et les protéines virales produites. Ensuite, le signal d'encapsidation du génome 
du virus auxiliaire est clivé par la recombinase Cre, empêchant son encapsidation au contraire du génome 
thérapeutique. L'efficacité du processus permet d’obtenir une pureté de 90-99,9% de vecteur thérapeutique. 
(Alba et al. 2005) 
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III. Contexte et objectifs de la thèse 
 
Les dodécaèdres des HAdV est un sujet qui est étudié de manière intensive au laboratoire 
depuis une vingtaine d’années. Plusieurs travaux ont abouti à la résolution de la structure des 
dodécaèdres de différents sérotypes d’HAdV. Malgré tous, le rôle de cette protéine produite 
naturellement au cours du cycle viral de certains adénovirus reste très peu décrit dans la 
littérature. Plusieurs études ont toutefois permis de démontrer que les dodécaèdres issus de 
l’HAdV3 possèdent un fort potentiel en tant que vecteur de protéines ou d’acide nucléique. La 
vectorisation de protéine d’intérêt thérapeutique grâce aux Dds a même démontré une grande 
efficacité dans le domaine de l’immunothérapie anti cancéreuse. Cependant, plusieurs 
faiblesses limitent jusqu’aujourd’hui son application thérapeutique à l’Homme notamment à 
cause de l’utilisation de domaine WW d’origine humaine et l’impossibilité de maitriser la 
valence des ligands à la surface du Dd. Dans ce cadre-là, mes travaux de thèse ont consisté à 
concevoir un vecteur destiné à présenter des ligands de manière multivalente et dont le mode 
d’attachement et l’indice de valence sont connus et maitrisés. Au cours de ces 3 années, nous 
nous sommes donc attachés à modifier et caractériser les dodécaèdres bases issus de l’HAdV3 
afin de produire un vecteur multi-épitopique stable pouvant être utilisé dans plusieurs domaines 
tel que la vaccinologie et l’immunothérapie appelé ADDomer (Adénovirus Dodécamère) 
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Un test de production à petite échelle en cellules Hi5 a ensuite été effectué afin de 
vérifier que l’ADDomer était productible sous forme soluble. Le milieu de culture contenant le 
baculovirus recombinant “Stock“ est alors ajouté aux cellules Hi5. Celles-ci ont été collectées 
3 jours après l’infection. Un million de cellules ont alors été lavées puis lysées par sonication. 
Le contenu protéique de la fraction totale (SNP « supernatant and pellet ») et soluble (SN 
« supernatant ») ont été déposées sur gel SDS-PAGE 12%. Les 2 fractions ont été analysées 
pour permettre un contrôle de la production. En effet, une bande de surexpression doit être 
présente à la taille attendue au moins dans la fraction totale, quel que soit l’état de la protéine 
produite. Après coloration et décoloration du gel, on remarque une surexpression à la taille 
attendue (63,5kDa) dans les 2 fractions (Figure 27A). Cet essai de production à petite échelle 
nous permet de conclure que les modifications que nous avons apportées au gène codant le 
monomère de la base du penton sauvage pour créer l’ADDomer ne modifie ni sa production ni 
sa solubilité. Dès lors, il a fallu démontrer que les sites de restrictions introduits n’altéraient pas 
non plus l’état d’oligomérisation général du vecteur, c’est à dire qu’il y avait bien production 
d’un 60mères. Pour cela, nous avons produit l’ADDomer à plus grande échelle afin de pouvoir 
le purifier sur gradient de saccharose. 100mL de cellules Hi5 ont été infectées par le baculovirus 
recombinant durant 3 jours. La fraction soluble a été déposée sur le haut du gradient puis 
ultracentifugée. Le gradient a été ensuite fractionné et son contenu analysé, par électrophorèse 
sur gel SDS-PAGE. Cette vérification nous a permis d’affirmer que l’état d’oligomérisation du 
monomère de l’ADDomer était élevé car la protéine surexprimée se retrouvait dans les fractions 
lourdes du gradient (~30 - 40% de saccharose) (Figure 27B). A partir de ce moment-là, il ne 
restait plus qu’à confirmer que les ADDomer possédaient la même structure que les Dd issus 
de l’HAdV3. Tout d’abord, après mise en commun et dialyse des dernières fractions du gradient 
contre un tampon HEPES 10mM NaCl 150mM, nous avons purifié les protéines par 
chromatographie échangeuse d’ion sur une colonne de Q-Sepharose. Le profil d’élution nous 
montrait alors 3 pics distincts les uns des autres (Figure 27C). Un gel SDS-PAGE représentatif 
de toutes les fractions contenant du matériel a été fait afin d’estimer dans lesquelles est présente 
la protéine recherchée (Figure 27C). L’analyse du gel, en corrélation avec le profil d’élution, 
permet de constater que la protéine est éluée dans tous les pics et qu’elle est très peu contaminée 
par d’autres protéines. Grâce à la valeur d’absorbance à 260nm, on remarque aussi que les pics 
#1 et #2 ne sont pas non plus contaminés en acide nucléique contrairement au pic #3. Afin de 
finir la caractérisation de la protéine produite, nous avons contrôlé quel était l’état 
d’oligomérisation dans chacun des pics. Pour cela, nous avons rassemblé les fractions d’élution 
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de 30 à 36mL (pic #1), de 37 à 42mL (pic #2) et de 43 à 50mL (pic #3) afin de les analyser par 
microscopie électronique en coloration négative. Cette analyse montre que le pic #1 contient 
uniquement des formes pentamériques de la protéine, le pic #2 contient quant à lui des formes 
dodécaédriques ayant les mêmes caractéristiques de symétrie que le DB de l’HAdV3 (Figure 
27C).  
Pour faire la caractérisation la plus complète possible de l’ADDomer, la dernière étape 
a été de s’assurer que la modification du gène n’a pas entraîné la perte de sa capacité 
d’endocytose. Pour cela, nous avons essayé de détecter la présence de l’ADDomer dans des 
cellules HeLa grâce à un anticorps polyclonal de lapin dirigé contre la base du penton puis une 
anti-anticorps de lapin couplé à la FITC (Figure 27D). Après une heure d’incubation avec 
l’ADDomer puis fixation de cellules, nous avons été capables de détecter l’ADDomer dans des 
vésicules d’endocytose tel que décrit dans la littérature (Fender et al. 1997).  
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traduit et inséré entre SacI et XbaI, la digestion par la TEV doit résulter en théorie à la formation 
de 2 fragments de 40,5 et 41,2kDa. Devant ce résultat, nous avons cherché à comprendre les 
raisons de cette migration aberrante. Dans un premier temps, le séquençage du plasmide a 
permis de confirmer que le gène exprimé par le baculovirus était bien celui de l’ADDomer 
Extended Loop. Nous avons alors fait une expérience de spectrométrie de masse afin de 
déterminer la MM exacte de la protéine produite (Figure 28D). L’analyse des spectres a permis 
de confirmer que la protéine exprimée a bien une MM de 81,7kDa comme attendu. Nous 
pensons que cette migration aberrante pourrait être due à la composition en acide aminé de 
l’insert (Annexe I page 203). Afin de finir la caractérisation biochimique de l’ADDomer 
Extented Loop et surtout vérifier son état d’oligomérisation, nous l’avons alors analysé par 
microscopie électronique en coloration négative (Figure28D). Ces clichés montrent que, 
similairement à l’ADDomer, il est lui aussi capable de former une structure semblable au DB 
naturels (Figure 28C).  
  
  
 
  
 
  
 
  
 77 
l’ADDomer et ainsi abolir naturellement l’internalisation de la particule. Comme nous 
souhaitons contrôler chacune des caractéristiques de notre vecteur, il nous a paru intéressant de 
savoir si la position du motif RGD à la surface de l’ADDomer avait une importance 
déterminante dans le processus d’endocytose.  Pour cela, et toujours dans un souci de solubilité 
maximale, nous avons décidé d’intervertir la boucle variable avec la boucle RGD de 
l’ADDomer (ADDomer Swapped) (Figure 30A) Nous avons démontré précédemment que 
l’insertion de la VL à la place de la boucle RGD était possible. Cependant, la plus grande boucle 
variable naturelle ne contient que 20 résidus alors que la boucle RGD de l’ADDomer en 
contient 44, c’est pourquoi le risque de produire une protéine insoluble était important mais 
maitrisé. Nous avons alors produit l’ADDomer Swapped en système baculovirus, et cette 
nouvelle particule est elle aussi productible sous forme soluble et dodédaédrique.  
Afin de confirmer que la place du motif RGD à la surface de la particule n’affecte pas 
le pouvoir d’endocytose, nous avons incubé l’ADDomer Swapped sur des cellules HeLa. Après 
fixation et immuno-détection de la particule, nous remarquons un signal dans les cellules 
(Figure 30B), ce qui démontre que l’ADDomer Swapped s’est internalisé. Le motif RGD 
exposé dans la boucle variable semble donc ne pas affecter les propriétés d’internalisation de 
la particule.   
 
  
  
 
  
 
  
 
  
 
  
 82 
A) 
 
B) 
 
Figure 34 : Structures cristallographiques des protéines captives insérées dans l'ADDomer 
A) Nanobody anti protéine A du staphylocoque doré (pdb : 1DEE). B) DARPin/off7 (pdb : 3HG0)
N 
N 
C 
C 
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Tableau 4 : Tableau récapitulatif des ADDomers d’intérêt produits et de leurs solubilités :  
La complexité de l’épitope est notée (+) lorsque celui-ci est composé d’au moins une structure secondaire 
type hélice α ou feuillet β 
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Nous avons au final conçu et produit 21 ADDomers d’intérêt dans différents contextes 
de recherche. Parmi ces 21 constructions, certaines ont fait l’objet d’une étude systématique de 
différence de solubilité en fonction de la boucle dans laquelle le gène d’intérêt a été inséré. On 
remarque alors que si un ADDomer mutant dans la boucle RGD est soluble, alors le même 
mutant l’est aussi si la même séquence d’intérêt est insérée dans la boucle variable. Seuls 8 
ADDomers produits sur 21 le sont sous forme soluble et dodécaédrique ce qui représente tout 
juste 38% au total. De plus, il est à noter que malgré la solubilité de certains ADDomers, la 
fonctionnalité de l’insert reste toujours à démontrer. 
 
Conclusion :  
 
 Les bases du penton des différents sérotypes d’HAdVs possèdent naturellement 2 
régions (Boucle variable et boucle RGD) dont la composition en acides aminés varie d’un 
sérotype à l’autre.  Dans le cadre du DB, ces 2 régions sont exposées à leurs surfaces, c’est 
pourquoi nous avons décidé de créer un plateforme multi-épitopique basée sur le DB de 
l’HAdV3. Pour cela, nous avons génétiquement modifié le gène codant la base du penton de 
l’HAdV3 en insérant des sites de restrictions placés de manière réfléchie (Figure 24). Grâce à 
cela, il devient possible d’insérer via des techniques de biochimie ou de biologie synthétique 
des séquences d’ADN étrangères. Nous avons dans un premier temps démontré qu’il était 
possible de produire ce vecteur sous forme soluble et dodécaédrique (Figure 27) que nous avons 
dès lors nommé ADDomer. Ensuite, nous avons prouvé qu’il était possible d’insérer une 
séquence définie et réfléchie de 200 acides aminés dans la boucle RGD de l’ADDomer sans 
que cela n’affecte sa productibilité (Figure 28). Cela donne un aperçu de la capacité 
d’agrandissement de la boucle et ouvre donc la voie à la vectorisation de protéine d’intérêt. 
Dans l’optique de maîtriser les caractéristiques de notre vecteur, nous avons ensuite démontré 
que nous étions capables d’abolir la capacité endocytaire de l’ADDomer en remplaçant la 
boucle RGD par la boucle variable, et que le motif RGD pouvait-être exposé dans la boucle 
variable sans que cela ne modifie les propriétés d’internalisation de la particule. Dans le but de 
valider l’ADDomer en tant que vecteur d’épitope, nous nous sommes alors concentrés sur la 
création d’ADDomers exposant des protéines entières ou des fragments de protéines d’intérêt. 
Nous avons produit différents ADDomers avec un succès variable. En mettant en corrélation la 
solubilité de l’ADDomer avec la complexité de l’épitope d’intérêt inséré, nous nous sommes 
rendus compte que la plupart du temps, l’insolubilité pouvait être due à une complexité 
structurale trop importante (Tableau 4). Sachant que la vectorisation de protéines peu 
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(Figure 35). Nous avons immobilisé les bases du penton de l’ADDomer à la surface de la puce 
puis injecté le peptide StickChik-Biot. L’analyse des résultats montrent clairement qu’il existe 
une réponse dose-dépendante ce qui confirme l’interaction entre le peptide et la base du penton. 
Cependant, la phase de dissociation étant extrêmement importante et rapide, cela qui signifie 
que la liaison semble être de faible affinité. Le calcul de la constante d’affinité nous a donné 
une valeur de l’ordre du µM confirmant ainsi la faible affinité peptide / base du penton. Cette 
valeur confirme aussi qu’il existe bien un phénomène d’avidité entre la fibre trimérique et la 
base du penton. 
 
Figure 35 : Étude de l’affinité du peptide StickChik-Biot pour la base du penton de l’ADDomer par 
résonnance plasmonique de surface  
La base du penton de l’ADDomer a été immobilisée à la surface de la puce et différentes concentrations du 
peptide StickChik-Biot sont injectées pendant 180 secondes. 
 
 La faible affinité du peptide pour l’ADDomer nous a amené à essayer d’optimiser ce 
système ADDomer / peptide car il semble malgré tout que la combinaison des deux puisse 
résulter dans de nouvelles stratégies de vectorisation. Pour cela, il fallait avant tout trouver un 
moyen pour augmenter l’affinité entre l’ADDomer et le peptide. Ainsi, nous avons décidé de 
muter les 2 composants du système dans leurs séquences en acide aminé afin de créer une 
liaison covalente entre eux. L’une des liaisons covalentes les plus courantes dans le monde 
protéique est le pont disulfure. Celui-ci se forme entre les atomes de soufre des fonctions thiols 
de 2 cystéines dans une séquence peptidique. C’est pourquoi nous avons cherché dans la 
séquence peptidique de l’ADDomer et du peptide, un ou plusieurs couples d’acides aminés qui, 
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s’ils étaient tous les 2 mutés en cystéine, pourraient potentiellement aboutir à la formation d’un 
pont disulfure rendant alors l’interaction ADDomer / peptide covalente. Les mutations ont été 
effectuées de manière rationnelle en étudiant la structure du peptide en complexe avec la base 
du penton ce qui a permis de mettre en lumière 3 couples d’acides aminés. Ces 3 couples sont : 
la lysine n°363 (K363) de l’ADDomer avec la sérine n° 9 (S9) du peptide, la glutamine n°476 
(Q476) de l’ADDomer avec la sérine n° 20 (S20) du peptide et l’alanine n°477 (A477) de 
l’ADDomer avec S20 du peptide. Une fois identifié, nous avons alors produit les 3 ADDomers 
mutants (ADDomer K363C, ADDomer Q476C et ADDomer A477C) en système baculovirus. 
Toutes les constructions ont abouti à la formation d’ADDomers sous formes solubles et 
dodécaédriques (Figure 36A). 
Afin de vérifier la possible formation d’un pont disulfure entre les 2 composants, nous 
avons mis en contact les ADDomers mutants avec le peptide synthétique correspondant 
(StickS9C/Chik-Biot ou StickS20C/Chik-Biot) de manière à ce que l’interaction puisse avoir 
lieu. Les échantillons ont ensuite été traités au bleu de Laemmli avec ou sans β-MéthOH avant 
électrophorèse sur gel SDS-PAGE puis immunoblot.  La révélation de l’ADDomer s’est faite 
grâce à un sérum polyclonal dirigé contre le dodécaèdre de l’HAdV3 puis un anti lapin-
Alexa533 et celle du peptide grâce à de la streptavidine-Alexa488. L’analyse du westernblot 
permet de montrer que lorsque les échantillons sont traités avec du β-MéthOH (Figure 36B 
panel du haut), la migration de chaque composant est tout à fait cohérente. Chaque ADDomer 
(63,5 kDa) et peptide (5,6 kDa) est détecté à la taille attendue. Cependant, lorsque les 
échantillons n’ont pas été traités au β-MéthOH (Figure 36B panel du bas), nous sommes 
capables de détecter un signal correspondant à celui du peptide à une taille totalement aberrante 
par rapport à la taille attendue. En effet, ce signal se trouve au même niveau que celui provenant 
de l’ADDomer. Ce résultat couplé à celui obtenu en présence d’agent réducteur confirme donc 
qu’il y a eu création de cette liaison covalente entre le peptide muté et son ADDomer 
correspondant et que par conséquent, les peptides StickS9C et StickS20C jouent bien leurs rôles 
de guide malgré leurs mutations.  
  
  
 
  
 
  
 
  
 
  
 92 
co-production ADDomers “cystéine“ / peptide Stick/mCherry. L’analyse par gel SDS-PAGE 
du gradient (identique pour les 3 constructions) montre que l’on retrouve l’ADDomer 
uniquement dans les fractions lourdes (Figure 39A). Nous confirmons par cela que la co-
expression de l’ADDomer avec le peptide Stick/mCherry n’affecte pas l’état d’oligomérisation 
de l’ADDomer et que l’ADDomer est bien produit sous forme soluble. De plus, on remarque 
aussi une forte présence de la protéine Stick/mCherry dans le haut du gradient (Figure 39A). 
Cette protéine ayant une densité beaucoup moins importante que l’ADDomer, il est normal 
qu’on la retrouve dans ces fractions du gradient si elle n’est pas liée à l’ADDomer. En revanche, 
dans cette expérience, on s’attend à ce qu’au moins une partie de celle-ci soit entrainée dans les 
fractions lourdes puisque les deux composants ont été co-exprimés en cellules d’insecte et que, 
par conséquent, ils ont été en contact l’un avec l’autre. En analysant le gel SDS-PAGE, cela ne 
semble pas être le cas, bien que l’on retrouve une coloration correspondant à la mCherry dans 
le fond du tube.  
 Afin de vérifier de manière plus précise si le StickmCherry était entraînée dans les 
fractions lourdes du gradient, nous avons alors cherché à la détecter en excitant chacune d’entre 
elles à 587nm et en collectant la valeur de l’émission à 610nm (Figure 39B). Dans la fraction 
1, on retrouve des valeurs très basses ce qui signifie qu’il y a peu voire pas de mCherry 
détectable. Au contraire, dans les fractions 2 à 5, on retrouve alors de très fortes valeurs 
d’émissions pour les 3 constructions. Ce pic correspond à la détection des Stick/mCherry libres 
contenus dans le haut du gradient visibles sur gel SDS-PAGE et dans le tube après 
ultracentrifugation. Ensuite, les valeurs diminuent des fractions 7 à 10 jusqu’à avoir des valeurs 
proches de celle de la fraction 1. Cependant, dans la fraction 9 de l’ADDomer 
K363C/StickS9CmCherry, nous avons constaté une émission plus importante que dans les autres 
qui pourrait être reliée à la présence de StickS9CmCherry. Dans cette fraction, nous avons 
trouvé une valeur d’émission 2 fois plus élevée que dans les fraction 8 et 10, mais cette 
augmentation de signal n’était finalement pas significative puisque nous ne sommes pas arrivés 
à mettre en évidence de mCherry à la surface des ADDomers de cette fraction.  
 Il semblerait que lors de la co-expression en cellules d’insecte des ADDomers 
“cystéine“ avec leurs StickmCherry correspondants, l’interaction n’ait pas lieu. On peut donc 
s’interroger sur la possibilité qu’ont les deux composants à créer une liaison covalente dans la 
cellule. On sait par exemple que le potentiel d’oxydo-réduction du cytoplasme n’est pas 
favorable à la formation de pont disulfure puisque la concentration en glutathion y est très 
élevée. Cette hypothèse pourrait expliquer que le StickmCherry ne puisse pas se lier de façon 
covalente dans la cellule. Afin de vérifier cela, nous avons décidé de laisser la fraction soluble 
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R3/DcR1, TRAIL-R4/DcR2 et l'Ostéoprotégérine). La liaison de TRAIL sur les récepteurs 
TRAIL-R1/DR4 et TRAIL-R2/DR5 induit la multimérisation des récepteurs, ainsi que le 
recrutement de la protéine adaptatrice FADD (Fas-Associated protéine with Death Domain) 
(Schneider et al. 1997) et des pro-caspases initiatrices 8 et 10 (Bodmer et al. 2000) (Kischkel 
et al. 2001) pour constituer la plateforme d'activation des caspases appelée “Death-Inducing 
Signaling Complex“ (DISC). Ce complexe permet le rapprochement et l'activation par auto-
clivage des pro-caspases conduisant à la mort de la cellule par activation de la caspase 3.  Dans 
cette étude, Yan et collaborateurs ont démontré que la protéine TRAIL en fusion avec la tige et 
la queue de la fibre (HAdV5FibreTRAIL = HAdV5FT (Figure 40A)) est produite sous forme 
soluble et homotrimérique (Yan et al. 2016). De plus, HAdV5FT a conservé une activité 
apoptotique similaire à la forme trimérique de TRAIL non fusionné avec la tige de l’HAdV5.  
L’intérêt a donc été de démontrer qu’il était possible de vectoriser une protéine d’intérêt 
(ici TRAIL) en fusion avec la fibre de l’HAdV5 grâce à l’ADDomer. Pour cela, il fallait tout 
d’abord prouver qu’il existait une interaction entre les 2 composés. Il a déjà été démontré que 
le dodécaèdre base de l’HAdV3 été capable d’interagir avec les fibres de l’HAdV2 ou de 
l’HAdV41 (Fender et al. 1997). De plus, malgré une densité plus faible, celles-ci interagissent 
de manière suffisamment forte avec la base du penton pour qu’elles soient entrainées dans les 
fractions lourdes du gradient qui contiennent les dodécaèdres (Siqueira-Silva et al. 2012). Dans 
ce contexte, nous avons alors produit et purifié HAdV5FT (grâce au plasmide généreusement 
donné par le Dr Bin YU (Université de Jilin, Changchun, Jilin, Chine)) puis nous l’avons 
incubée avec l’ADDomer. Le mix a ensuite été factionné par ultracentrifugation en gradient de 
saccharose puis analysé par gel SDS-PAGE (Figure 40B). Cette analyse permet tout d’abord de 
retrouver dans le haut du gradient une bande dont la masse moléculaire correspond à celle de 
l’HAdV5FT. Ceci pouvant être relié à un excès d’HAdV5FT dans le mix ou encore à de la 
protéine non fixée à la surface de l’ADDomer. De plus, nous retrouvons dans les dernières 
fractions du gradient une bande correspondant cette fois à la masse moléculaire de l’ADDomer.  
Cependant, dans ces mêmes fractions, nous sommes capables de détecter qu’une faible bande 
correspondant à la masse moléculaire de l’HAdV5FT. Cela indique donc que l’interaction entre 
les 2 protéines n’a pas eue lieu ou alors qu’elle n’est pas assez forte pour que l’HAdV5FT soit 
entrainée dans les fractions lourdes du gradient. Sachant qu’il existe un phénomène d’avidité 
qui explique l’affinité de la fibre pour la base du penton, nous avons alors émis l’hypothèse que 
l’HAdV5FT n’avais pas été produite sous forme trimérique. Afin de s’assurer que la protéine 
HAdV5FT que nous avons produit était trimérique, nous avons alors procédé à une 
chromatographie d'exclusion de taille couplée à la diffusion de lumière multi-angle. L’analyse 
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 Conclusion :  
 
 Nous avons constaté que la vectorisation de protéines structuralement complexes grâce 
à la boucle variable et/ou la boucle RGD de l’ADDomer est extrêmement efficace dans certains 
cas, mais possède cependant quelques limites. Nous avons alors élaboré plusieurs nouvelles 
stratégies, basées sur la connaissance de l’interaction naturelle entre la fibre et la base du penton. 
Tout d’abord, nous avons développé une stratégie basée sur la vectorisation grâce à un peptide 
composé des 20 acides aminés N-terminaux de la fibre et interagissant avec la base du penton. 
Ce peptide, prolongé de 10 lysines, a été décrit pour être capable d’internaliser des acides 
nucléiques dans les cellules HeLa (Fender et al. 1997). Dans notre étude nous avons mis en 
lumière que malgré cette capacité, sa faible affinité pour l’ADDomer pouvait rendre difficile la 
vectorisation de protéines d’intérêt. Nous avons alors conçu et produit des couples ADDomers 
“cystéine“ / peptides mutants (StickC9 ou StickC20) capables d’interagir l’un avec l’autre de 
façon covalente grâce à la formation d’un pont disulfure. Cette découverte a alors ouvert la voie 
à la co-expression des ADDomers “cystéine“ avec leurs “Stick“ correspondants en fusion avec 
la mCherry. Malgré une forte co-production des 2 protéines en cellules d’insecte, nous ne 
sommes pas parvenus à montrer la formation d’une liaison covalente entre elles. Devant cette 
difficulté, nous nous sommes alors concentrés sur la possibilité de vectoriser des protéines 
d’intérêt à la surface de l’ADDomer en fusion avec la tige et la queue de la fibre. Yan et 
collaborateurs nous ont permis de produire la protéine TRAIL en fusion avec une partie de la 
fibre de l’HAdV5 (HAdV5FT). Dans ce cas aussi, cette construction n’a pas montré son 
efficacité. En effet, nous ne sommes pas non plus parvenus à prouver que l’affinité de 
l’HAdV5FT pour l’ADDomer était suffisante pour que celle-ci soit entrainée dans les fractions 
lourdes du gradient de saccharose ce qui aurait permis d’affirmer qu’il y avait interaction 
ADDomer / HAdV5FT. Cette constatation a été faite malgré la certitude que la protéine 
HAdV5FT est trimérique. Il faudrait certainement continuer ce travail en élaborant de nouvelles 
constructions se rapprochant plus du contexte naturel comme par exemple la protéine TRAIL 
avec la tige complète de l’HAdV3. 
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RLU/pix/100ms) dans le groupe injecté en IM et 6 fois plus élevé (aux alentours de 12000 
RLU/pix/100ms) dans le groupe injecté en SC. Cependant, à T1h pi, on retrouve également une 
augmentation du signal dans le sang des souris (Figure 41B). A T5h post injection, on retrouve 
le même type de données qu’à T1h. En effet, on ne relève pas d’augmentation de signal 
significatif dans les organes étudiés hormis dans les reins. Dans cet organe, le signal a cependant 
diminué par rapport à T1h pi, ce qui signifie qu’il n’y a pas d’accumulation d’ADDomer dans 
les reins en fonction du temps. Lorsqu’on analyse le signal lié à l’ADDomer dans le sang, on 
constate aussi que celui-ci est retombé au niveau du bruit de fond. En reliant ces données l’une 
à l’autre, on peut conclure qu’à T5h pi, qu’il y a une clairance de l’ADDomer circulant dans le 
sang et on peut spéculer que le signal dans les reins devrait disparaître dans les heures suivantes. 
En conclusion, l’ADDomer ne semble pas posséder de tropisme naturel pour les 
différents organes que nous avons étudiés. Cependant, une quantité détectable d’ADDomer se 
retrouve dès la première heure post injection dans la circulation sanguine et dans les reins. 
Comme le sang est filtré par les reins, le fait que l’on retrouve une quantité d’ADDomer 
significative à T1h et T5h pi dans cet organe ne semble pas étonnant. De plus, la diminution de 
signal dans cet organe entre les deux temps étudiés semble indiquer que l’ADDomer ne 
s’accumule pas dans les reins. Cela va dans le sens d’une élimination de l’ADDomer par l’urine. 
Pour finir, il n’existe pas de différence significative de signal dans les organes en fonction de 
la route d’injection puisque les deux ne montrent aucune différence notable. L’étude de la 
biodistribution dans les ganglions lymphatiques de l’ADDomer pourrait mettre en avant une 
route préférentielle. 
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de l’ADDomer dans les ganglions lymphatiques (GL) afin d’estimer la possible utilisation de 
cette plateforme en tant que vaccin. Pour cela, de la même façon que précédemment, nous avons 
récupéré les différents GL puis quantifié le signal lié à la présence de l’ADDomer. Nous avons 
étudié 5 types de ganglions soit 9 au total : les ganglions axillaires (Axi) droit et gauche, 
brachiaux (Bra) droit et gauche, sciatiques (Sci) droit et gauche, inguinaux (Ing) droit et gauche 
et les ganglions mésentériques (Mes). 
D’une manière générale, on constate une augmentation de signal dans deux des cinq des 
GL que nous avons étudiés (Figure 42A). Cette augmentation a lieu que l’ADDomer soit injecté 
en IM ou en SC. Ces 2 ganglions, dont le signal lié à la présence d’ADDomer est plus important, 
sont (1) le ganglion inguinal droit et (2) les ganglions mésentériques qui sont les 2 GL les plus 
proche du site d’injection (injection dans la cuisse droite). On constate dans un premier temps 
une augmentation de signal très importante à T1h pi ce qui indique que l’ADDomer est reconnu 
comme un antigène du non soi par le système immunitaire de la souris et est donc transporté 
par les cellules dendritiques vers les GL. Ensuite, à T5h pi le signal diminue dans les 2 GL 
ayant capté l’ADDomer. Cette perte de signal peut être expliquée par la digestion de 
l’ADDomer par les cellules de l’immunité qui processent les antigènes du non-soi afin de créer 
une défense spécifique contre celui-ci. Malgré cette tendance de drainage des ADDomers vers 
les GL, il est à noter que dans le groupe de souris T1h pi IM, l’ADDomer n’est drainé vers le 
ganglions Ing droit que chez une seule souris sur les 4 qui composent le groupe (Annexe II page 
207), et dont l’imagerie des LN est faite dans la figure 42B. C’est aussi le drainage de 
l’ADDomer chez une seule souris sur les 4 testées qui explique l’augmentation de signal à T5h 
IM. Concernant le groupe de souris injecté en SC, là encore, seules 2 souris sur 4 ont montré 
un drainage de l’ADDomer vers les GL à T1h pi. C’est là encore un signal présent chez 2 
individus sur 4 que l’on retrouve à T5h pi (Annexe II page 207). Cela explique l’écart type 
important des résultats présentés ainsi qu’un test de Student non significatif. Pour tous les autres 
GL étudié, le signal obtenu est comparable à celui du bruit de fond. L’absence d’ADDomer 
dans ces GL pourrait être expliquée par l’éloignement physique des GL par rapport au site 
d’injection. 
D’une manière générale, nous ne pouvons pas émettre d’hypothèse sur la meilleure voie 
d’injection de l’ADDomer entre l’IM et la SC chez la souris devant les résultats obtenus. En 
effet, les deux donnent des résultats très similaires concernant la biodistribution que ce soit dans 
les organes ou dans les GL. Ensuite, on peut mettre en évidence un drainage de l’ADDomer 
vers les ganglions lymphatiques. La diversité dans les réponses pourrait être expliquée par le 
fait d’avoir utilisé pour cette expérience des souris BALB/c dont la réponse inter individu est 
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heure d’incubation, on commence à obtenir un signal spécifique lié à l’entrée de l’ADDomer 
dans les cellules puisqu’après traitement à la trypsine, le signal relatif à l’ADDomer a quasiment 
doublé par rapport au bruit de fond. Pour finir, après 90 minutes d’incubation, nous observons 
que le signal est toujours en train d’augmenter ce qui signifie qu’il reste encore du vecteur libre 
et que probablement les cellules n’ont pas atteint leurs capacités maximales d’internalisation. 
Afin de vérifier l’internalisation de notre vecteur, nous avons aussi observé les cellules à T90 
minutes au microscope à fluorescence (Figure 43C). On remarque tout d’abord que 100% des 
cellules de l’échantillon que nous avons observé émettent un signal. Ce signal intense se trouve 
dans le cytoplasme des cellules ce qui confirme que l’augmentation de signal constatée par 
cytométrie est effectivement due à une accumulation de l’ADDomer dans le cytoplasme.  
Pour conclure, l’imagerie des monocytes nous montre que toutes les cellules ont 
internalisé l’ADDomer. L’ADDomer s’internalise donc de manière efficace dans les monocytes 
malgré un temps de latence plus important que dans les cellules HeLa. En effet, nous avons 
constaté qu’à priori la vitesse d’internalisation de l’ADDomer dans les monocytes est 
relativement faible. En cellules HeLa, il a déjà été démontré que l’internalisation des 
dodécaèdres de l’HAdV3 commence entre 5 et l0 minutes après incubation.  
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Le CD80 va, comme CD86, interagir avec le récepteur CD28 à la surface des lymphocytes T 
afin de les activer. Ce résultat suggère que notre ADDomer possède une capacité intrinsèque 
d’activation de la maturation des MoDC, même s’il reste à établir qu’il n’y avait pas de traces 
d’endotoxine ou d’acide nucléique résiduels. 
En parallèle, les cellules ont été observées par microscopie optique (Figure 45B) après 
2 jours d’incubation. On remarque que les MoDC incubées avec l’ADDomer présentaient des 
changements morphologiques identiques à ceux observés à la surface des cellules incubées avec 
la molécule R848. Cette apparition de dendrites à la surface des cellules est caractéristique des 
MoDC matures confirmant l’immunophénotypage effectué précédemment.  
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multimérisation importante d’un épitope à sa surface. Afin de compléter la caractérisation de 
l’ADDomer TevChik Uncut et Cut, nous avons étudié son état d’oligomérisation ainsi que sa 
capacité d’endocytose en cellules HeLa. Pour cela, nous avons dans un premier temps réalisé 
un clivage comme précédemment décrit puis observé les ADDomer obtenus par microscopie 
électronique (Figure 47B). Il est tout d’abord intéressant de noter que l’ADDomer TevChik 
Uncut se trouve sous un état oligomérique semblable à celui de l’ADDomer, c’est à dire sous 
forme dodécaédrique. Cela signifie que malgré l’insertion de l’épitope TevChik dans 
l’ADDomer, la multimérisation est conservé et celui-ci est exposé en théorie 60 fois à la surface 
de la particule. Cependant, celui-ci est contraint dans la boucle variable et pourrait ne pas être 
idéalement exposé pour déclencher une réponse anti-épitopique spécifique efficace. De manière 
plus surprenante cette fois, l’ADDomer TevChik Cut montre lui aussi un état d’oligomérisation 
semblable à celui de l’ADDomer malgré la coupure Tev que nous avons effectuée. L’épitope a 
donc été libéré de la boucle variable et par conséquent, il est à priori exposé de manière 
“linéaire“ et attaché à la surface de notre vecteur. Cette modification physique peut laisser 
supposer que dans cette configuration, l’exposition de l’épitope TevChik que nous avons inséré 
mimerait mieux l’exposition d’E2EP3 dans le contexte du ChikV.  
Pour finir la caractérisation des ADDomers TevChik, la dernière étape consiste à vérifier 
que nos 2 vecteurs ont conservés leurs capacités d’internalisation dans les cellules HeLa. Pour 
cela, nous avons incubé l’ADDomer TevChik Cut et TevChik Uncut sur les cellules puis détecté 
leurs présences par immunomarquage après fixation des cellules (Figure 47C). Après une heure 
d’incubation, nous sommes capables de détecter dans le cytoplasme des cellules un signal lié à 
la présence de l’ADDomer TevChik, qu’il ait été préalablement clivé ou non. Cela signifie tout 
d’abord que l’épitope que nous avons inséré n’affecte pas les capacités d’internalisation de 
notre vecteur. De plus, nous pouvons aussi affirmer que la coupure à la Tev de l’épitope 
TevChik inséré dans la boucle variable de l’ADDomer n’a aucune influence sur l’internalisation 
de la particule dans les cellules HeLa. 
En conclusion, nous avons produit de manière soluble puis purifié un ADDomer 
TevChik vectorisant à la place de sa boucle variable l’épitope E2EP3 du ChikV flanqué de 
motifs “GSGG“, et contenant le motif de coupure à la Tev. En étudiant d’un point de vue 
structural cet épitope E2EP3, nous nous sommes rendus compte que le site de coupure Tev 
inséré pour vérifier la présence d’un épitope pourrait devenir un avantage en termes de 
présentation à la surface de l’ADDomer. En effet, sa coupure permettrait en théorie d’exposer 
à la surface de l’ADDomer l’épitope TevChik de 2 façons différentes : une exposition contrainte 
dans la boucle et une exposition linéaire plus proche de celle de E2EP3 dans le contexte naturel 
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l’épitope E2EP3 à la surface de l’ADDomer est primordiale au déclenchement d’une réponse 
anti épitopique efficace. 
Bien que non délétère, la réponse anti vectorielle reste une donnée à analyser afin de 
caractériser l’ADDomer in vivo le plus complètement possible. En effet, il nous a semblé 
intéressant de connaitre son importance car si elle s’avérait trop forte, l’ADDomer pourrait 
rapidement perdre de son intérêt s’il se retrouve neutralisé trop rapidement par le système 
immunitaire. Pour cela, nous avons comme précédemment étudié la réponse humorale dirigée 
contre l’ADDomer par ELISA (Figure 48C) (Les résultats présentés ici sont ceux du groupe de 
souris ayant reçu une injection d’ADDomer vide et sont représentatifs des 3 groupes (données 
non montrées)). Tout d’abord, on remarque que la réponse anti ADDomer dans le sérum des 
souris dilué au 1/800ème n’est pas détectable 2 semaines post-injection à l’instar du signal anti 
E2EP3 du groupe ayant reçu l’injection de l’ADDomer Cut. Cependant, à S4 et à S6, nous 
détectons un signal anti ADDomer près de 25 fois plus important que le signal anti E2EP3 du 
groupe ADDomer Cut. Cela pouvant être expliqué par la petite taille d’E2EP3 (18 acides 
aminés) comparée à celle du monomère de l’ADDomer (584 acides aminés) 
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ganglion lymphatique le plus proche du site d’injection. Il est à noter que ce drainage a été fait 
sans ajout d’adjuvant dans la préparation. L’absence de signal lié à la présence d’ADDomer 
dans les organes indique que notre vecteur pourrait être utilisable en tant que vaccin. A une 
époque où l’utilisation d’adjuvant est de plus en plus controversée à cause de leurs effets 
secondaires, l’ADDomer présente cet avantage que la plupart des vaccins actuels ne possèdent 
pas. 
Ensuite, nous nous sommes intéressés à la caractérisation de l’ADDomer dans les 
monocytes et les cellules dendritiques dérivées de monocytes. Pour cela, nous avons étudié son 
internalisation par cytométrie de flux à différents temps. La cinétique d’internalisation dans les 
monocytes semble être différente comparée à celle de l’ADDomer dans les cellules HeLa. En 
effet, il faut attendre 1 heure d’incubation pour être capable de détecter un signal lié à la 
présence d’ADDomer dans le cytoplasme des cellules monocytaires. A l’inverse, dès la 
première demie heure d’incubation de l’ADDomer sur les MoDC, nous sommes capables de 
détecter une très grande quantité de signal lié à l’ADDomer dans le cytoplasme des cellules. 
Cela indique donc que l’ADDomer est capable de s’internaliser dans les cellules de l’immunité 
humaine par un mécanisme encore non étudié à ce jour. Ensuite, nous avons démontré que 
l’ADDomer était capable d’induire la maturation des MoDC en étudiant la surexpression de 
certains récepteurs cellulaires. Cette découverte reste cependant à confirmer puisqu’elle 
pourrait être liée à la présence d’acide nucléique ou d’endotoxine à la surface de notre vecteur. 
Fort de ces premières constatations laissant penser que l’ADDomer est un vecteur 
intéressant dans le domaine vaccinal, nous avons créé et caractérisé in vivo un ADDomer 
vectorisant l’épitope 3 de la protéine d’enveloppe E2 du virus du chikungunya. Lors de cette 
caractérisation, nous avons évalué l’importance de l’exposition de cet épitope à la surface de 
l’ADDomer grâce à la possibilité de libérer E2EP3 de la boucle en utilisant le site de clivage à 
la Tev. Nous avons alors démontré que l’injection de l’ADDomer TevChik Cut déclenchait une 
réponse humorale des souris qui permettait de générer des anticorps spécifiques dirigés contre 
le peptide E2EP3 de manière significative comparé aux souris ayant reçu une injection 
d’ADDomer contrôle ou d’ADDomer TevChik Uncut. Ces travaux indiquent donc que dans le 
cadre de l’épitope E2EP3, la façon dont il est exposé à la surface de l’ADDomer revêt une 
importance primordiale pour déclencher une réponse anti épitopique efficace. Grâce à la 
conception réfléchie des épitopes, nous avons été capables d’adresser cet écueil. 
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L’utilisation de nanovecteurs est de plus en plus recherchée en thérapie car ils présentent 
des qualités intrinsèques que la plupart des vecteurs utilisés aujourd’hui n’ont pas. Au jour 
d’aujourd’hui, plusieurs systèmes ont été particulièrement développés pour les applications (1) 
de thérapie génique et (2) en tant que vecteur protéique et sont aujourd’hui généralisés à toutes 
les stratégies nécessitant une entrée cellulaire. Les virus, par exemple, présentent l’avantage 
d’avoir une forte capacité à délivrer leur matériel génétique à l’intérieur de la cellule qu’ils 
infectent ce qui en fait un parfait vecteur pour une cellule cible. C’est pourquoi les chercheurs 
les modifient génétiquement afin d’intégrer à leurs génomes un transgène ou encore jouent sur 
le ciblage des cellules dans lesquelles ils vont être capables de se répliquer. Les approches 
thérapeutiques utilisant des vecteurs viraux ont montré des résultats très prometteurs in vitro et 
in vivo dans plusieurs essais cliniques. Certains travaux se sont aussi intéressés à la vectorisation 
d’épitope via la modification de protéines de la capside de virus génétiquement modifiés dans 
un but vaccinal (Lanzi et al. 2011). Cette stratégie permet un meilleur contrôle de la 
stœchiométrie mais comporte malgré tout un risque de réactivation du vecteur. Certaines 
améliorations peuvent encore être apportées au niveau du ciblage cellulaire des vecteurs ainsi 
que de leurs caractères pro-inflammatoires. Une autre stratégie consiste à utiliser les peptides 
de translocation qui sont des peptides composés de 10 à 30 résidus et qui proviennent d’origines 
diverses et souvent virales. Certains sont issus de protéines naturelles ayant la capacité de 
traverser les membranes cellulaires, et d’autres sont purement synthétiques. Ce sont des objets 
très intéressants pour la vectorisation car on peut les coupler à une multitude de molécules 
d’intérêt telles que des acides nucléiques, des protéines ou encore des nanoparticules. Bien que 
ces systèmes aient montré une certaine efficacité de vectorisation in vitro et in vivo, ils ne 
possèdent aucune spécificité cellulaire ce qui les rend inutilisables en thérapie ciblée. 
Finalement, la vectorisation de principe actif par nanoparticule est aujourd’hui particulièrement 
étudiée car elle permet de contourner certains des problèmes rencontrés par les vecteurs viraux. 
Les nanoparticules peuvent être de nature (polymère, nanotube de carbone, liposome) et de 
taille variée (de 1 à 100nm). Le but est de « cacher » la molécule d’intérêt dans leurs cœurs 
pour ne la délivrer qu’une fois qu’elles ont atteint leur cible. La plupart de ces vecteurs sont 
synthétisés chimiquement et selon leurs natures, le composé à délivrer peut-être soit 
directement greffé au vecteur par lien covalent, soit encapsulé à l’intérieur du vecteur lui-même. 
De la taille des nanoparticules va dépendre leurs biodistributions. En effet, des particules 
possédant un diamètre inférieur à 6nm seront rapidement éliminées par les reins tandis qu’un 
diamètre compris entre 30 et 200nm évite une clairance rénale trop importante et rapide 
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(Albanese et al. 2012). Par conséquent, celles-ci sont les tailles la plus adaptées pour un 
nanovecteur et l’ADDomer rentre dans cette gamme (30nm de diamètre). 
Les pseudos particules virales (“Virus Like Particle“ (VLP)) se situent à l’interface entre 
un vecteur viral et une nanoparticule. Ce sont des particules virales sans génome obtenues par 
l'assemblage spontané de protéines de la capside d'un virus. Les VLP ne contiennent aucun 
matériel génétique, elles sont donc non-infectieuses et incapables de se multiplier. Il a déjà été 
décrit que les VLP peuvent être des immunogènes efficaces pour stimuler les cellules de 
l’immunité innée, en particulier les cellules dendritiques dérivées de monocytes (Song et al. 
2010), ainsi que pour l’ induction de la production d’anticorps neutralisants dans le cadre de la 
vaccination (Kanekiyo et al. 2013). Ainsi, l’utilisation des dodécaèdres de l’adénovirus en tant 
que vecteur est un sujet très prometteur et étudié depuis plus d’une vingtaine d’années ((Fender 
et al. 1997) (Fender et al. 2003) (Garcel et al. 2006) (P Fuschiotti et al. 2006) (Naskalska et al. 
2009) (Villegas-Mendez et al. 2010) (Villegas-Méndez et al. 2012) (Szurgot et al. 2013)).  
Le problème majeur de cette technologie réside dans le fait que jusqu’à présent, le seul 
moyen de vectoriser des protéines d’intérêt grâce aux Dds était d’utiliser un domaine WW 
d’origine humaine (Garcel et al. 2006). En plus d’être composée de protéines issues de 2 
systèmes d’expressions différents (eu- et procaryote), cette stratégie comporte le risque de 
développement de réaction auto-immune induite par le domaine de liaison. Dans ce travail de 
thèse, nous décrivons le design et la caractérisation d’un nouveau vecteur multi-épitopique 
polyvalent inspiré des dodécaèdres de l’adénovirus de sérotype 3 s’affranchissant de ce 
problème majeur. Nous avons pour cela créé une plateforme génétique générique donnant 
naissance à un nouveau vecteur que nous avons appelé ADDomer. Ce type de vecteur, jamais 
développé jusqu’à aujourd’hui, permet l’insertion facilitée d’un ou plusieurs épitope(s) 
étranger(s) dans le dodécaèdre base de l’HAdV3. Nous avons alors rationnellement placé des 
sites de restrictions dans les boucles variable et RGD du DB de l’HAdV3 (Figure 24). Ces 2 
sites, naturellement hypervariables (Zubieta et al. 2005) et particulièrement bien exposés à la 
surface de la particule (Figure 23B), en font des sites de choix pour vectoriser des épitopes 
d’intérêt. Les avantages des ADDomers proviennent du fait qu’ils sont (1) productibles de 
manière recombinante en cellules d’insecte (Figure27), (2) ils intègrent des caractéristiques 
virales tout en ne portant aucune information génétique, ce qui permettrait la vaccination de 
femmes enceintes ou de patients immunodéprimés. En effet, l’ADDomer est composé 
uniquement de 12 copies d'une protéine virale homopentamérique (la base de penton), l'une des 
deux protéines adénovirales responsables de l'entrée dans les cellules. Finalement, il existe 60 
copies du même monomère par ADDomer ce qui permet une maîtrise totale de la valence des 
  
 123 
épitopes exposés à sa surface puisque 1 modification va être répétée 60 fois, 2 modifications 
120 fois et 3 modifications 180 fois. 
Auparavant, il a déjà été démontré qu’il était possible d’inverser la boucle RGD de la 
base du penton de l’HAdV2 (73 acides aminés) avec celle de l’HAdV12 (8 acides aminés)  
(Zubieta et al. 2006a). Cette modification a permis de diminuer la taille de la boucle RGD sans 
pour autant détruire la structure de la protéine. Partant de cette découverte, nous nous sommes 
alors intéressés à la possibilité d’augmenter la taille de la boucle RGD de l’ADDomer. En effet, 
il nous a paru important de savoir s’il était possible d’insérer dans la boucle un grand nombre 
d’acides aminés tout en conservant la structure de l’ADDomer afin de pouvoir vectoriser des 
protéines d’intérêt. Nous avons alors inséré une séquence de 200 acides aminés dont la structure 
n’est pas résolue à ce jour à la place de la boucle entière (Figure 28A). Grâce à une 
caractérisation biochimique et structurale, nous avons démontré que la boucle RGD était 
capable d’accepter cette séquence sans pour autant détruire l’ADDomer (Figure 28C). Nous 
avons aussi démontré qu’il était possible de remplacer la boucle variable de l’ADDomer par la 
boucle RGD complète (c’est à dire 44 acides aminés au lieu de 20), nous avons donc déjà une 
preuve qu’il est possible d’agrandir la taille de la boucle variable (Figure30). Cependant, il 
serait intéressant de produire des ADDomers avec des boucles de plus en plus longues jusqu’à 
l’obtention d’ADDomer insoluble afin de pouvoir “quantifier“ le nombre maximal d’acides 
aminés susceptibles d’être insérés dans les boucles l’ADDomer. Cette méthode nous apporterait 
une vue d’ensemble sur la capacité d’insertion dans les boucles. Les résultats obtenus resteront 
tout de même à prendre avec précautions puisque la complexité structurale de l’insert semble 
être plus important que le nombre d’acides aminés insérés dans les problèmes liés à 
l’insolubilité (Tableau 4).  
Dans le cadre de l’utilisation d’un ADDomer à but vaccinal vectorisant à sa surface un 
épitope étranger, cette capacité d’insertion dans les boucles pourrait être une manière efficace 
de modifier la balance de la réponse humorale anti épitopique versus la réponse humorale anti 
ADDomer. En effet, en multipliant le nombre d’épitope à la surface de notre vecteur, il se 
pourrait que la réponse spécifique dirigée contre l’épitope soit alors plus importante. Cela 
améliorerait alors le taux de la réponse humorale désirée de l’individu et le protégerait de 
manière plus efficace contre le pathogène. Afin de valider cette hypothèse, nous avons déjà 
conçu et produit un ADDomer TevChik2X. Cet ADDomer expose à sa surface un épitope E2EP3 
dans la boucle variable et un 2ème épitope E2EP3 dans la boucle RGD (inséré entre BssHII et 
SalI). Nous avons aussi commencé la caractérisation biochimique de ce vecteur comme effectué 
précédemment. L’ADDomer TevChik2X et produit sous forme soluble et dodécaédrique et la 
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libération des épitopes à la surface de l’ADDomer grâce à une coupure à la Tev n’engendre pas 
de modification structurale (données non montrées). Il serait maintenant intéressant de vérifier 
que l’ADDomer TevChik2X “Uncut “ et de l’ADDomer TevChik2X “Cut“ ont conservé leurs 
caractères d’endocytose mais aussi de comparer la réponse humorale anti E2EP3 induite par 
l’ADDomer TevChik2X “Uncut “ et “Cut“ versus celle déclenchée par l’injection d’ADDomer 
TevChik “Cut“.  
Toujours dans le but de contourner le problème lié à la forte réponse anti ADDomer, il 
pourrait être envisageable de créer un ADDomer de 2ème génération en utilisant les dodécaèdres 
d’un autre adénovirus. Pour cela, il est possible d’envisager 3 solutions : (1) Soit les bases du 
penton forment naturellement des Dds auquel cas il suffit de caractériser ce nouvel ADDomer 
afin de vectoriser un épitope. (2) Soit les bases du penton ne s’auto-assemblent pas et dans ce 
cas-là, il pourrait être intéressant de créer des Dds chimériques possédant les extrémités C-Ter 
et N-Ter du Dd de l’HAdV3 avec le “corps“ d’une autre base du penton. En effet, celles-ci sont 
connues pour être responsables de la dodécamérisation des bases du penton de l’HAdV3 et de 
plus sont “cachées“ dans le cœur de la particule (P. Fuschiotti et al. 2006). Il est alors 
envisageable qu’une telle construction se dodécamérise et puisse être utilisée en vecteur de 2ème 
génération. (3) Il pourrait pour finir être intéressant d’étudier les dodécaèdres des adénovirus 
non humains. Par exemple, Dicks et collaborateurs ont étudié un Ad de chimpanzé (ChAdY25) 
ayant une faible séroprévalence dans la population humaine (Dicks et al. 2012), ce qui pourrait 
être intéressant dans la conception d’un vecteur de 2ème génération. Nous avons alors produit la 
base du penton du ChAdY25, et nous avons remarqué qu’il y avait formation naturelle de Dds 
(données non montrées). En modifiant génétiquement cette base du penton comme celle de 
l’ADDomer, ce type de vecteur 2ème génération pourrait aussi être étudié. 
 
La vectorisation d’épitopes structuralement complexes via les boucles de l’ADDomer 
bien que très efficace a rapidement montrer ses limites. En effet, nous avons pu constater que 
plus l’épitope inséré était structuré plus il était difficile de produire des ADDomers sous forme 
solubles (Tableau 4). Il est tout de même remarquable que l’ADDomer exposant l’épitope 
complexe E9i3 helix soit produit sous forme soluble qu’il ait été inséré dans la boucle variable 
ou dans la boucle RGD. Nous avons étudié le plus souvent possible de manière systématique la 
solubilité de l’ADDomer en insérant l’épitope étranger dans la boucle variable puis dans la 
boucle RGD. Malgré cette étude, aucun ADDomer insoluble n’est devenu soluble en changeant 
de boucle d’insertion. Cependant, il est à noter qu’il existe finalement 6 couples de sites de 
restrictions entre lesquels il est possible d’insérer un épitope étranger dans la boucle RGD 
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(BssHII/SalI ; BssHII/ SacI ; BssHII/XbaI ; SalI /SacI ; SalI/ XbaI et SacI/XbaI). Nous n’avons 
de notre côté étudié un seul des 6 couples pour mener ce travail. Il pourrait être intéressant dès 
lors d’évaluer lequel de ces 6 couples permettrait d’augmenter la solubilité de l’ADDomer.  
Devant la difficulté que représente l’insertion d’épitope structuralement complexe dans 
les boucles de l’ADDomer, nous avons alors travaillé sur d’autres stratégies de vectorisation. 
La première a été d’utiliser les 20 acides aminés N-Terminaux de la fibre en fusion avec un 
peptide d’intérêt appelé StikChik. L’étude par SPR de l’interaction entre la base du penton de 
l’ADDomer et le peptide a montré une faible affinité (Figure35). Devant ce constat, nous avons 
décidé de créer de couple ADDomer “cystéine“ / peptide StickS9C ou StickS20C qui 
intéragissent entre eux de manière covalente (Figure 36B et 37). Nous avons alors fusionné ce 
peptide avec la protéine mCherry puis co-exprimé les 2 protéines et étudié leurs interactions. 
Tout au long de ces travaux, il a été impossible de confirmer la présence de lien covalent entre 
les ADDomers “cystéine “ et leurs peptides Stick mutant / mCherry correspondants alors que 
l’incubation avec le peptide Stick mutant seul se fixe de manière covalente (Figure 36B). Nous 
avons choisi de fusionner la mCherry au peptide afin d’avoir une lecture de résultat simple. 
Cependant, ce choix n’est certainement pas le plus adéquate puisque sa structure en tonneau 
(Figure 38A) pourrait maintenir le peptide à l’intérieur. Il faudrait peut-être concevoir une 
séquence en acide aminés plus longue entre le peptide Stick et la mCherry afin d’éliminer cette 
hypothèse. Il est aussi possible de fusionner une autre protéine facilement détectable comme 
par exemple la “maltose binding protéine“ qui, de par sa structure, éviterait ce genre 
d’éventualité.  
Nous avons dans un deuxième temps cherché à utiliser la tige et la queue de la fibre afin 
de lier grâce à un phénomène d’avidité une protéine d’intérêt à la surface de l’ADDomer. Nous 
avons pour cela collaboré avec l’équipe du Dr Yu nous permettant de produire la protéine 
TRAIL en fusion avec une partie de la tige et la queue de la fibre de l’HAdV5. Malgré la 
certitude de la trimérisation de la protéine HAdV5FT (Figure 40C), et le fait que l’interaction 
base du penton / fibre semble universelle (Fender et al. 1997), nous avons jusqu’à maintenant 
été incapables de montrer une interaction avec l’ADDomer. Nous pensons qu’une explication 
de cet échec serait que seule la partie de la tige située juste après la protéine TRAIL s’est 
trimérisée tandis que la seconde partie de la tige et la queue ne le sont pas. Comme cette 
trimérisation est indispensable pour que la fibre puisse se lier à la base du penton, il n’est alors 
pas étonnant que l’HAdV5FT ne se lie pas à l’ADDomer. Afin de contourner ce problème, nous 
avons pensé à reconcevoir la protéine HAdV5FT. Tout d’abord, nous pensons qu’il serait 
judicieux de baser la construction de la protéine TRAIL sur la tige de l’HAdV3 et non plus celle 
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de l’HAdV5 afin de se placer dans un contexte naturellement favorable à une interaction. De 
plus, l’utilisation de la totalité de la tige de la fibre de l’HAdV3 au lieu de 2 parties spatialement 
éloignées pourrait induire une trimérisation complète de la tige. Cette trimérisation pourrait 
alors permettre l’interaction avec l’ADDomer. La fonctionnalité d’HAdV3FT seule et du 
complexe ADDomer / HAdV3FT serait alors à démontrer et à comparer entre elles. Il est 
d’ailleurs probable que l’effet multimérique de la présentation d’HAdV3FT à la surface de 
l’ADDomer améliore son efficacité apoptotique sur les cellules cancéreuses. 
 
Pour finir, nous avons au cours de ces travaux démontré que notre plateforme vectorisant 
un épitope d’intérêt pouvait être un excellent candidat-vaccin. Tout d’abord, nous avons 
démontré que les cellules présentatrices d’antigènes drainent l’ADDomer vers le ganglion 
lymphatique le plus proche du site d’injection (Figure 42B et 42C). Nous avons également 
démontré que nous étions capables d’exposer l’épitope de 2 manières différentes à la surface 
de l’ADDomer (Figure 47), et que dans le contexte de la vectorisation de l’épitope E2EP3, la 
façon dont il a été exposé à la surface a été déterminante pour obtenir une réponse humorale 
spécifique (Figure 48). De plus, il est remarquable d’avoir obtenu ce résultat avec une injection 
d’ADDomer TevChik Cut sans ajout d’adjuvant. Lors de ce travail portant sur la réponse dirigée 
contre l’épitope E2EP3 vectorisé par l’ADDomer, nous avons aussi injecté un groupe de souris 
avec un nanovecteur composé de polymère d’acides polylactiques à titre de comparaison. Ce 
nanovecteur décoré de l’épitope E2EP3, connu pour n’être efficace qu’en présence d’adjuvant, 
a dans notre étude été injecté sans adjuvant. Aucune réponse humorale spécifique n’a alors été 
détectable dans le temps pour ce groupe (données non montrées). Cela renforce donc l’idée que 
l’ADDomer est un vecteur “self-adjuvant“ pouvant dès lors potentiellement être utilisé chez la 
femme enceinte ou encore chez des patients immunodéprimés.  
Dans l’avenir, afin de démontrer la fonctionnalité d’un épitope d’intérêt et/ou de 
s’affranchir de la comparaison “Cut“ versus “Uncut“ in vivo, il pourrait être intéressant 
d’utiliser la méthode de “reverse vaccinology“ (Rappuoli et al. 2016). Cette approche permet 
l’identification d’antigène ciblé par des anticorps neutralisants. L’idée étant de connaître la 
fonctionnalité de l’épitope inséré en amont d’une injection. En effet, si l’épitope inséré dans 
l’ADDomer n’est pas reconnu par l’anticorps que l’on cherche à générer, le risque d’échec de 
l’immunisation sera à priori plus important que s’il est reconnu. C’est dans ce contexte que 
nous avons produit l’ADDomer L52-L67 contenant la séquence en acide aminé reconnue par 
l’anticorps IM-CKV063 (Fong et al. 2014), anticorps neutralisant décrit pour cibler cette 
séquence de la protéine E2 du ChikV et dont le test de fonctionnalité reste encore à effectuer. 
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ABSTRACT Defensins are small antimicrobial peptides capable of neutralizing hu-man 
adenovirus (HAdV) in vitro by binding capsid proteins and blocking endosomal escape 
of virus. In humans, the alpha defensin HD5 is produced by specialized epi-thelial cells 
of the gastrointestinal and genito-urinary tracts. Here, we demonstrate, using patient 
biopsy specimens, that HD5 is also expressed as an active, secreted pep-tide by 
epithelial ovarian and lung cancer cells in situ. This finding prompted us to study the role 
of HD5 in infection and spread of replication-competent, oncolytic HAdV type 3 (HAdV3). 
HAdV3 produces large amounts of penton-dodecahedra (PtDd), virus-like parti-cles, 
during replication. We have previously shown that PtDd are involved in opening epithelial 
junctions, thus facilitating lateral spread of de novo-produced virions. Here, we describe 
a second function of PtDd, namely, the blocking of HD5. A central tool to prove that viral 
PtDd neutralize HD5 and support spread of progeny virus was an HAdV3 mutant virus in 
which formation of PtDd was disabled (mut-Ad3GFP, where GFP is green fluorescent 
protein). We demonstrated that viral spread of mut-Ad3GFP was blocked by synthetic 
HD5 whereas that of the wild-type (wt) form (wt-Ad3GFP) was only minimally impacted. 
In human colon cancer Caco-2 cells, induction of cel-lular HD5 expression by fibroblast 
growth factor 9 (FGF9) significantly inhibited viral spread and progeny virus production 
of mut-Ad3GFP but not of wt-Ad3GFP. Finally, the ectopic expression of HD5 in tumor 
cells diminished the in vivo oncolytic activity of mut-Ad3GFP but not of wt-Ad3GFP. 
These data suggest a new mechanism of HAdV3 to overcome innate antiviral host 
responses. Our study has implications for oncolytic adenovirus therapy.  
IMPORTANCE Previously, it has been reported that human defensin HD5 inactivates  
specific human adenoviruses by binding to capsid proteins and blocking endosomal 
escape of virus. The central new findings described in our manuscript are the follow-ing: 
(i) the discovery of a new mechanism used by human adenovirus serotype 3 to overcome 
innate antiviral host responses that is based on the capacity of HAdV3 to produce 
subviral penton-dodecahedral particles that act as decoys for HD5, thus preventing the 
inactivation of virus progeny produced upon replication; (ii) the dem-onstration that 
ectopic HD5 expression in cancer cells decreases the oncolytic effi-cacy of a serotype 
5-based adenovirus vector; and (iii) the demonstration that epi-thelial ovarian and lung 
cancers express HD5. The study improves our understanding of how adenoviruses 
establish infection in epithelial tissues and has implications for cancer therapy with 
oncolytic adenoviruses.  
KEYWORDS adenovirus, cancer, defensins, innate immunity 
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Defensins are small, cationic antimicrobial peptides that are characterized by 
several disulfide bonds and can, depending on the spatial distribution of the cysteine 
residues and connectivity of disulfide bonds, be divided into the subfamilies of alpha, 
beta, and theta defensins. So far, six alpha defensins that can be further distinguished 
as being of myeloid (human neutrophil peptide 1 [HNP-1], HNP-2, HNP-3, and HNP-4) 
or epithelial (human defensin 5 [HD-5] and HD-6) origin and 31 beta defensins have  
been found in humans (1).  
Defensins show broad antiviral activity against both enveloped and nonenveloped 
viruses (2). For example, defensins can inhibit infection by cytomegalovirus (CMV), 
human immunodeficiency virus (HIV), human parainfluenza virus (HPIV), herpes simplex 
virus (HSV), influenza A virus (IAV), respiratory syncytial virus (RSV), vesicular stomatitis 
virus (VSV), vaccinia virus (VV), adeno-associated virus (AAV), human papillomavirus 
(HPV), and human adenovirus (HAdV) species A, B, C, and E (but not infection by 
species D and F) (3). HD5 binds to the capsids of sensitive HAdV serotypes and forms 
a bridge between extruding penton base loops and regions in the fiber, thus cementing 
the fiber into the capsid (3, 4). This capsid stabilization prevents the release of the 
endosomolytic protein VI and exposure of the internal core viral DNA, subsequently 
blocking endosome escape, nuclear localization, and ultimately replication of adeno-
virus (Ad) in infected cells.  
HNP-1, -2, -3, and -4 are produced in neutrophils, granulocytes, and specific lym-
phocyte and monocyte subpopulations. Peptides HNP-1 to HNP-4 were found in lung 
cancer, oral squamous carcinoma, bladder cancer, renal cell carcinoma, colorectal 
cancer, breast cancer, cutaneous T-cell lymphoma, basal cell carcinoma, and invasive 
as well as head and neck cancer (for a review, see reference 5). It is thought that signals 
of HNP-1 to HNP-4 originate from tumor-infiltrating leukocytes. It was reported that HNP-
1 to HNP-4 can support tumor growth through induction of the epithelial-to-mesenchymal 
transition, thus increasing tumor invasiveness (6, 7), as well as through attraction of 
tumor-associated macrophages that support tumor growth (8).  
The association of the alpha defensin HD5 with cancer is less studied. HD5 is 
predominantly produced by and secreted from Paneth cells, specialized epithelial cells 
in the gastrointestinal (GI) tract (5). In Paneth cells, HD5 is primarily secreted as a 
precursor molecule and then undergoes proteolytic processing by Paneth cell-derived 
trypsin to generate mature forms with antimicrobial activity (9). The molecular masses 
for pro-HD5 forms are 8.1, 7.7, and 7.0 kDa (9). The molecular masses for mature HD5 
forms are 4.3 and 3.6 kDa. HD5 expression has also been detected in epithelial cells of 
the urinary (10) and reproductive (11) tracts where HD5 is thought to contribute to the 
innate immune protection from pathogens. For HD5 produced in the genito-urinary tract, 
the key processing and activating enzymes are neutrophil-derived proteases (12). 
Although there are no reports of airway epithelial cells expressing HD5, the epithelial 
lining fluid of the lung contains 0.3 mM HD5, suggesting a potential function in blocking 
microbes in the airway tract (13). Two studies report that HD5 peptide is present in colon 
cancer and most likely produced by malignant Paneth cells (14, 15). HD5 expression 
was also documented in the colon cancer cell line Caco-2 where HD5 gene expression 
can be increased by recombinant fibroblast growth factor 9 (FGF9) (16). Because HD5 
is found in other epithelial tissues, it is thought that it is produced by epithelial cancers 
other than colon cancer (5). We have corroborated this by our studies with human ovary, 
endometrium, and lung cancer samples. HD5 expression in tumors prompted our study 
on the effect of HD5 on oncolytic adenovirus therapy.  
Oncolytic virotherapy focuses on engineering viruses in a way that they infect cancer 
cells and replicate and spread their progeny to neighboring tumors cells, eventually 
eliminating the tumor (17). Most clinically used oncolytic adenoviruses were based on 
species C serotype 5 (HAdV5). HAdV5 uses the coxsackie adenovirus receptor (CAR) 
as a primary attachment receptor. Because CAR expression on cancer cells is variable, 
HAdV serotypes with tropism other than CAR are being explored for oncolytic virus 
therapy. Among them are vectors derived from species B serotypes HAdV3 and -11 (18, 
19). These serotypes use desmoglein 2 (DSG2) as a receptor. 
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During HAdV infection, the penton base and fiber proteins are produced in excess 
and assembled in the cytosol to form fiber-penton base hetero-oligomers called pentons 
(20, 21). In the cases of HAdV3, -11, and -14, 12 pentons self-assemble into dodecamers 
(penton-dodecahedra [PtDd]) with a diameter of 30 nm (22). During HAdV3 replication, 
PtDd are formed at an excess of 5.5 106 PtDd per infectious virus (22). Dodecamerization 
of pentons is required for high-affinity binding to DSG2. PtDd are released from Ad-
infected cells before virus-triggered cytolysis and can be found in the paracellular space 
in epithelial cell cultures. We have recently shown that PtDd produced early during viral 
infection transiently open intercellular junctions between epithelial cells and thus facilitate 
the lateral spread of de novo-produced virions (23, 24). PtDd binding to DSG2 causes 
clustering of several DSG2 molecules, which in turn triggers intracellular signaling that 
culminates in junction opening. This mechanism involves the phosphorylation of 
mitogen-activated protein (MAP) kinases, triggering the activation of the matrix 
metalloproteinase ADAM17. ADAM17 in turn cleaves the extracellular domain of DSG2 
that links epithelial cells together (25).  
The central goal of this study was to demonstrate that PtDd are also capable of 
neutralizing defensin HD5, which represents a barrier to HAdV3 infection and 
dissem-ination. As a tool, we used a previously generated HAdV3 mutant (23). 
Based on the three-dimensional (3D) structure of Ad3 PtDd, we introduced a double 
mutation (D100R and R425E) into the penton base sequence of Ad3 that would 
break up the salt bridge between two neighboring pentons and prevent the 
assembly of PtDd. The penton base mutant (mut-Ad3GFP) is identical to its wild-
type counterpart (wt-Ad3GFP) in the efficiency of progeny virus production; 
however, it is disabled in the production of PtDd. 
 
RESULTS  
HD5 is expressed in epithelial ovarian cancer. To provide therapeutic 
relevance for our studies on the interaction between HAdV and HD5, we 
investigated HD5 expression in normal and malignant ovarian tissues. Compared 
to normal tissue, HD5 mRNA expression was upregulated in endometrioid and 
serous ovarian cancer biopsy specimens (Fig. 1A). To exert its antiviral activity, HD5 
has to be produced as an active protein. We used Western blot and 
immunohistochemistry (IHC) analyses to demon-strate this.  
In our Western blot studies, recombinant mature HD5 ran at a molecular mass of 4 
kDa. In the same range, we detected signals in three out of nine endometrioid cancer 
biopsy specimens and one out of seven serous ovarian cancer biopsy specimens (Fig. 
1B, lanes 4, 5, 8, and 16). In the same samples, signals in the range of 6.6 to 8 kDa, 
which could represent pre-HD5 forms (9), were visible. In some biopsy specimens, 
processed forms with different molecular masses were detected (Fig. 1B, lanes 3, 6, and 
8), while in other biopsy specimens only the 8-kDa pro-HD5 form was observed (Fig. 1B, 
lanes 9, 12, and 14). There was also immunoreactivity with proteins larger than 14 kDa, 
which, at this point, cannot be explained. Only one out of nine biopsy specimens of 
healthy ovarian tissue displayed signals that resembled HD5. In summary, the Western 
blot studies indicated that in ovarian cancer HD5 protein is expressed as its precursor 
form. In most endometrioid cancer biopsy specimens, HD5 is processed to mature 
peptides. Processing products can differ in individual tumors.  
Furthermore, we performed IHC for HD5 on formalin-fixed paraffin and frozen tissue 
sections. The HD5 specificity of the monoclonal anti-HD5 antibody used was confirmed 
on sections of healthy colon, where signals were localized to Paneth cells (Fig. 2A). HD5 
staining was found in sparse epithelial cells on sections of healthy or premalignant 
endometrial tissues (Fig. 2B and C, respectively). In contrast, sections of malignant 
endometrioid ovarian cancer tissue showed strong HD5 immunoreactivity (Fig. 2D to I). 
HD5 staining was found inside malignant cells (Fig. 2E, G, and I) and in the tumor stroma 
(Fig. 2F and H), which could represent secreted HD5. The intensity of HD5 reactivity 
varied between patients (Fig. 2D to F for patient 1, G for patient 2, and H and I for patient 
3). To demonstrate that HD5 is produced by epithelial cancer cells, we 
Journal of Virology 
 
March 2017 Volume 91 Issue 6 e02030-16 jvi.asm.org 3 
 
 164
Vragniau et al. Journal of Virology  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIG 1 HD5 expression in ovarian cancer biopsy specimens from patients. (A) Fold increase of HD5 mRNA levels in endometrioid and  
serous ovarian cancer biopsy specimens compared to levels in healthy ovarian tissue pooled from five patients. HD5 mRNA levels were 
measured by qRT-PCR and normalized to the level of b-actin mRNA. Each column represents a biopsy specimen from an individual 
patient. The standard deviation is derived from technical repeats (n 3). (B) Western blot analysis for HD5 in tissue samples. Each lane 
represents an individual biopsy specimen. rHD5, 100 ng of recombinant HD5. After HD5 Western blotting, filters were stripped and 
incubated with antibodies against b-actin as a loading control. 
 
 
 
costained frozen sections with antibodies against HD5 and DSG2, an epithelial 
junction protein (Fig. 3A). These results were confirmed by staining of consecutive 
paraffin sections with antibodies against HD5 and DSG2, respectively (Fig. 3B).  
HD5 is expressed in small-cell lung cancer. Furthermore, we performed IHC for 
HD5 on paraffin sections from small-cell lung cancer tissues. In all three patients, we 
found strong HD5 signals (Fig. 4). HD5 appeared to be produced by malignant cells, and 
the secreted form accumulated in tumor stroma and necrotic areas.  
Our findings that secreted HD5 is produced by ovary, endometrium, and lung 
cancers creates a basis to further study the implication of cancer-derived HD5 for 
oncolytic adenovirus therapy.  
Effect of synthetic defensins on adenovirus infection and spread. In agreement with 
studies by Smith et al. (3), we demonstrated that synthetic HD5 defensin inhibited the 
transduction of a cancer cell line by HAdV5 and HAdV3 vectors (Fig. 5A). We used replication-
competent vectors expressing green fluorescent protein (GFP) (wt-Ad5GFP and wt-Ad3GFP, 
respectively, where wt is wild type, and preincubated them with a synthetic HD5 peptide. The 
mixture was then added to lung cancer A549 cells, and GFP fluorescence was analyzed 48 h 
later. While transduction with wt-Ad5GFP was com-pletely blocked by HD5, this effect was 
less pronounced for wt-Ad3GFP. We then compared viral spread of wt-Ad3GFP and the 
penton base mutant mut-Ad3GFP. The two viruses contain identical GFP expression 
cassettes to follow transduced cells (Fig. 5B). Infection of cells, viral replication, and production 
of penton base were comparable for both viruses (23). wt-Ad3GFP and mut-Ad3GFP viruses 
were used to infect confluent A549 cells at a multiplicity of infection (MOI) of 0.5 PFU/cell. 
Culture medium was changed every day either without or with 15 mM HD5. Cell viability was 
assessed either by crystal violet staining (Fig. 5C) or MTT (3-[4,5-dimethyl-2-thiazolyl]-2,5-
diphenyl-2H-tetrazolium bromide) assay (Fig. 5D) at day 5 after infection. In the absence of 
HD5, both viruses efficiently killed the monolayer of A549 cells as a result of viral spread, 
whereby mut-Ad3GFP was slightly less potent (3% remaining viable cells for wt-Ad3GFP 
versus 9% viable cells for mut-Ad3GFP; P 0.05), most likely as a result of its reduced 
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FIG 2 Immunohistochemistry for HD5 on formalin-fixed paraffin sections. HD5 staining appears in brown. (A) Normal 
colon tissue. (B) Healthy endometrial tissue. (C) Tissue showing complex atypical hyperplasia, which is a premalignant 
lesion of endometrial origin. (D to I) Tissues from patients with endometrioid ovarian cancer, as follows: patient 1, panels 
D to F; patient 2, panel G; patient 3, panels H and I. Scale bar, 50 mm. 
 
 
ability to open epithelial junctions that formed between A549 cells. Addition of HD5 
slightly diminished the potency of wt-Ad3GFP (22% remaining viable cells), indicating 
that PtDd cannot completely inactivate HD5 at the concentration used. Importantly, the 
cytolytic activity of mut-Ad3GFP was nearly completely blocked in the presence of HD5 
(P 0.001 for the difference between results for wt-Ad3GFP with HD5 and mut-Ad3GFP 
with HD5). The data support our hypothesis that PtDd released from primary infected 
cells act as a decoy for HD5 present in paracellular spaces and thus facilitate secondary 
infection and spread of de novo-produced wt-Ad3GFP.  
Binding of HD5 to PtDd. The above hypothesis suggests that PtDd binds to HD5. In 
an attempt to demonstrate this, we first used a surface plasmon resonance (SPR) assay 
(Fig. 6A). HD5 was immobilized on sensor chips, and different concentrations of 
recombinant PtDd were injected. A dose-response effect was clearly observed, con-
firming PtDd interaction with immobilized HD5. However, affinity assessment was not 
possible, and nonphysiological avidity might be partly responsible for the slow disso-
ciation phase. As a second method, we used a Western blot assay where we separated 
PtDd, HAdV3 fiber knob, and wt-Ad3GFP virus on an SDS-polyacrylamide gel, blotted 
the proteins, and incubated the filters with synthetic HD5 peptides as a probe (Fig. 6B). 
HD5 binding was detected using a rat polyclonal anti-HD5 antibody followed by an anti-
rat IgG-horseradish peroxidase (HRP) conjugate (Fig. 6B, Western panels). Before being 
loaded on the gel, samples were either boiled for 5 min in the presence of b-
mercaptoethanol or left unboiled (Fig. 6B, B or UB, respectively). In the lanes 
representing boiled PtDd, the 62-kDa penton base monomer and the 27-kDa fiber 
monomer are visible. HD5 binds to both proteins, as well as a smaller ( 58-kDa) protein 
which is most likely a penton base derivative. HD5 binding to the penton base proteins 
is also detected in lanes in which complete wt-Ad3GFP virions were loaded. Here, 
binding to the fiber might be below the detection limit of the assay in the unboiled 
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FIG 3 Colocalization of HD5 and DSG2 in ovarian cancer sections. (A) Immunofluorescence analysis for HD5 (green) and desmoglein 2 
(DSG2) (red) on sections from biopsy specimens of normal ovarian tissues and two cases of endometrioid ovarian cancer. The small panel 
is a 5-fold-magnified image of the area boxed in white and shows that HD5 signals are present in DSG2-positive cancer cells. (B) Staining of 
consecutive paraffin sections with HD5- and DSG2-specific antibodies. (Left panels) As controls, sections were incubated without (w/o) the 
primary anti-HD5 or anti-DSG2 antibody and with the corresponding HRP-conjugated secondary antibody only. (Right panels) Sections were 
stained with primary and secondary antibodies. Scale bar, 50 mm. 
 
 
sample (Fig. 6B, UB lane of Ad3 virus). No other virus capsid protein appeared to interact 
with HD5, including the most abundant capsid protein hexon ( 97 kDa). For both PtDd 
and wt-Ad3GFP virions, signals at 90 kDa or 150 kDa were visible in the lanes 
representing unboiled samples. These signals could represent multimeric penton base 
protein forms that were not completely dissociated into monomers. Smith et al. reported 
that HD5 binding involves the fiber shaft and the penton base (26). In our study, we found 
strong HD5 binding signals to a recombinant protein consisting of one Ad3 shaft motif 
and the Ad3 fiber knob (Fig. 6B, Ad3 knob). 
Effect of endogenously induced HD5 gene expression on viral spread and the  
role of PtDd. So far, our studies involved synthetic HD5 peptide added to virus or cells. Next, 
we attempted to show that PtDd can neutralize endogenously expressed HD5 and thus 
increase viral spread. To do this, we capitalized on a report that recombinant FGF9 induced 
HD5 mRNA and protein expression in human colon cancer Caco-2 cells (16). FGF9 triggers 
signaling through FGF receptor 3 (FGFR-3), and the HD5 gene is a downstream target of 
FGFR-3. We measured HD5 mRNA levels by quantitative reverse transcription-PCR (qRT-
PCR) in three human cancer cell lines incubated with or without FGF9 for 4 days (Fig. 7A). In 
Caco-2 cells we found an 150-fold increase in HD5 mRNA levels upon FGF9 incubation. In 
another human colon cancer cell line, T84, FGF9 increased HD5 mRNA levels 9-fold. HD5 
mRNA was not detectable in cervical carci-noma HeLa cells with or without FGF9 incubation. 
The levels of secreted HD5 protein in tissue culture supernatants of Caco-2 and T84 cells were 
induced 22-fold and 2.4-fold, respectively, by FGF9, as measured by enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) (Fig. 7B). We then infected FGF9-treated and -untreated Caco-
2, T84, and HeLa cells with wt-Ad3GFP or mut-Ad3GFP and measured the titers of de novo-
produced virus in two assays. The first assay measured GFP-expressing units (infectious units 
[IU]) in culture supernatants after infection of 293 cells with 1:100 dilutions of cell superna-
tants (Fig. 7C). While the titers of de novo-produced Ads were comparable in cells without 
FGF9, they were significantly lower for mut-Ad3GFP generated in FGF9-treated Caco-2 and 
T84 cells (P 0.001). The PtDd-producing wt-Ad3GFP, however, was not affected by FGF9-
mediated HD5 expression. There was no effect of FGF9 on the titers 
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FIG 4 Immunohistochemistry for HD5 on formalin-fixed paraffin sections of small-cell lung cancer tissue. HD5 
staining appears in brown. Images in panels A to C are from three different biopsy specimens/patients. In 
panels B and C accumulation of HD5 in tumor stroma can be seen. Scale bar, 50 mm. 
 
 
of either virus in HeLa cells, which do not produce HD5. To consolidate these data, viral 
genome titers were measured in Caco-2 cell lysates by quantitative PCR (qPCR) (Fig. 7D). As 
seen in the infectious-unit assay, titers of mut-Ad3GFP produced in FGF9-treated Caco-2 cells 
were significantly lower (P 0.05) although the differences in the cell lysates were not as 
substantial as seen in the infectious-unit assay of the superna-tants. The outcome of these 
studies is summarized in Fig. 7E. wt-Ad3GFP produces PtDd, which block FGF9-induced 
HD5. For wt-Ad3GFP, there was no difference in transduction and spread in the presence or 
absence of FGF9. mut-Ad3GFP does not produce PtDd and is therefore not capable of 
blocking FGF9-induced defensins. Viral spread and progeny virus production were blocked for 
mut-Ad3GFP. Our data also suggest that Caco-2 cells can cleave pro-HD5 into active forms. 
This is in line with previous reports that colon cancers express proteases capable of cleaving 
HD5 (14, 15).  
Effect of ectopically expressed HD5 on in vivo oncolytic efficacy of wt-Ad5GFP,  
wt-Ad3GFP, and mut-Ad3GFP. To further test our hypothesis and assess whether our 
findings are relevant for cancer therapy with oncolytic adenoviruses, we generated 
isogenic tumor cell lines with expression of an ectopic HD5 gene. We first screened 
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FIG 5 Inhibition of adenoviral infection and spread by synthetic HD5. (A) Inhibition of transduction. Replication-
competent wt-Ad3GFP and wt-Ad5GFP were preincubated with 15 mM synthetic HD5 peptide or scrambled 
control peptide for 1 h at 4°C. The mixture was then added to A549 cells at an MOI of 1 or 10 PFU/cell in 
serum-free medium for 2 h at 37°C. Cells were washed, and fresh medium was added to cells. After 48 h, 
transduction was analyzed based on GFP fluorescence. Representative images are shown. Scale bar, 50 
mm. (B) mut-Ad3GFP is identical to wt-Ad3GFP except for the two D100R and R425E amino acid substitutions 
in the penton base that disable the assembly of penton base and fiber into PtDd. This mutation does not 
decrease the level of penton base production or virus titers. ITR, inverted terminal repeat; pA, polyadenylation 
sequence. (C) Inhibition of mut-Ad3GFP spread. Confluent A549 cells in DMEM and 1% FBS were infected 
at an MOI of 0.5 PFU/cell for 2 days with wt-Ad3GFP or mut-Ad3GFP. At day 2, 15 mM synthetic HD5 peptide 
or scrambled control peptide was added daily for 5 days after medium change. Viable cells were stained with 
crystal violet at day 5. Representative images are shown. (D) Inhibition of mut-Ad3GFP spread. A549 cells 
were treated as described for panel C, and cell viability was measured 5 days after addition of HD5 by MTT 
assay. Cell viability of uninfected/untreated cells was taken as 100% (n 3). 
 
 
human cancer cell lines for endogenous HD5 mRNA expression. These included the lung 
cancer cell line A549, the breast cancer cell line BT474, HEK 293 cells, the 
erythroleukemia cell line K562, and the lymphoma cells lines Raji and Farage. For 
comparison, we also included human peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) (Fig. 
8A). Overall, HD5 mRNA levels were relatively low, i.e., 0.01 to 0.3% of b-actin mRNA 
levels. Interestingly, HD5 mRNA levels were relatively high in both lymphoma cell lines. 
The lowest HD5 mRNA levels were found in BT474 and K562 cells. We therefore focused 
on these cell lines. The HD5 gene under the control of the strong ubiquitously active 
elongation factor alpha (EF1a) promoter was transferred into cells by a VSV-G-
pseudotyped lentivirus vector (Fig. 8B, upper panel). Transduced cells were selected 
with G418 for 4 weeks. HD5 mRNA levels, measured by qRT-PCR, 
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FIG 6 Binding of HD5 to PtDd. (A) Surface plasmon resonance analysis. HD5 was immobilized on sensor chips, different concentrations of recombinant 
PtDd (1, 10, and 100 mg/ml) were injected, and the response curves were recorded. (B) Binding of HD5 in Western blot assays. One microgram of 
recombinant PtDd, 1 mg of Ad3 fiber knob, or 109 PFU of wt-Ad3GFP virus in Laemmli buffer was either directly loaded or boiled for 5 min in the presence 
of 2-mercaptoethanol before being loaded on an SDS-polyacrylamide gel. After electrophoresis, proteins were either stained with Coomassie blue (left 
panels) or blotted to a PVDF membrane which was then incubated with 0.1 mM synthetic HD5 peptide. HD5 binding was detected by a polyclonal anti-
HD5 antibody (right panels). The theoretical molecular masses of Ad3 hexon, penton base, and fiber monomers are 97, 61.8, and 34.8 kDa, respectively. 
The molecular mass of the monomeric recombinant Ad3 fiber knob is 23 kDa. The fiber knob forms relatively stable trimers. 
 
 
were 5- and 4-fold higher, respectively, in K562 and BT474 cells transduced with the 
HD5 lentivirus vector than in the parental cell line (Fig. 8B, lower panels). Growth of 
BT474 cells expressing HD5 slowed down greatly, which made it difficult to obtain the 
cell numbers required for in vivo studies. We therefore focused on the erythroleu-kemia 
cell lines K562 and K562 cells expressing HD5 (K562-HD5). The use of a nonepi-thelial 
cell line would also allow a focus on the HD5-neutralizing function of PtDd without 
interference by the junction-opening function of PtDd. Production of secreted HD5 protein 
in K562-HD5 cells was confirmed by ELISA (Fig. 8C). While immunoreactive HD5 was 
secreted from K562-HD5 cells into the supernatant, it was not processed into active 
forms, and spread of mut-Ad3GFP was not decreased by HD5 in confluent K562-HD5 
cultures (data not shown).  
To establish tumors, 2 million K562 or K562-HD5 cells in Matrigel were injected 
subcutaneously into immunodeficient mice. Immunohistochemistry of tumors showed 
infiltration of mouse leukocytes (Fig. 9A). When tumors reached a volume of 200 mm3, 
wt-Ad3GFP or mut-Ad3GFP was injected intratumorally, and tumor volumes were 
measured (Fig. 9B). Expression of HD5 in K562 cells had no effect on tumor growth. wt-
Ad3GFP delayed the growth of K562 and K562-HD5 tumors to similar degrees. A 
comparable antitumor effect was observed for mut-Ad3GFP injected into K562 tumors. 
Notably, the erythroleukemia cell line K562 does not form epithelial junctions, and PtDd 
is therefore not necessarily required to overcome this barrier to viral spread. However, 
the expression of HD5 in K562-HD5 tumors significantly inhibited the oncolytic activity of 
mut-Ad3GFP (P 0.01 at day 19). The inhibitory effect of HD5 expression on mut-Ad3GFP 
was abolished by intratumoral injection of recombinant PtDd (Fig. 9C). The study showed 
similar levels of antitumor efficacy between the K562-HD5 cells injected with mut-
Ad3GFP and treated with PtDd and the K562 cells injected with mut-Ad3GFP. This 
indicates that HD5 expression negatively affects the oncolytic activity of Ads that do not 
produce PtDd. To further support this, we performed a study with the replication-
competent wt-Ad5GFP vector as a prototype for an HAdV5-based oncolytic virus (Fig. 
9D). wt-Ad5GFP was injected into K562 and K562-HD5 tumors as described for the Ad3 
study, and tumor volumes were measured at day 19 after tumor cell implantation. Our 
data show that wt-Ad5GFP-injected K562 tumors were signifi-cantly smaller than wt-
Ad5GFP-injected K562-HD5 tumors, suggesting that HD5 blocks the oncolytic activity of 
wt-Ad5GFP. 
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FIG 7 Role of PtDd in blocking HD5-mediated virus inactivation. (A) Induction of HD5 mRNA expression by FGF9. Colon cancer Caco-2 and 
T84 cells were incubated with FGF9 (50 ng/ml) for 3 days. Then, total RNA was purified, and HD5 mRNA was measured by qRT-PCR. Shown 
is the fold change in levels of HD5 mRNA compared to the level in untreated cells. HD5 mRNA levels in FGF9-treated and -untreated cells 
were normalized to b-actin mRNA levels (n 3). (B) HD5 protein levels in culture supernatant after FGF9 induction measured by ELISA. Shown 
is the fold change of HD5 concentrations relative to those in untreated cells (n 3). (C) Titration of progeny virus in cells in which HD5 expression 
was induced by FGF9. Confluent T84, Caco-2, or HeLa cells were used for these studies. One set of wells was treated daily (after medium 
change) with FGF9 (50 ng/ml). After 4 days of FGF9 treatment, wt-Ad3GFP and mut-Ad3GFP were added at an MOI of 0.5 PFU/cell for 2 h, 
followed by a medium change. Medium (with and without FGF9) was changed daily. Medium aliquots were collected at day 4 after infection 
and filtered to remove detached cells, and titers (infectious units [IU]) were determined on GFP-expressing 293 cells. Only differences between 
results for the wt-Ad3GFP FGF9-treated and -untreated groups were significant (*, P 0.001; n 3). (D) Quantification of viral genomic DNA in 
Caco-2 cell lysates. Cells were collected after 4 days of FGF9 treatment as described for panel C. Genomic DNA was isolated, and Ad3 
genomes were measured by qPCR using hexon primers. Only differences between results for the mut-Ad3GFP FGF9-treated and -untreated 
groups were significant (n 3; *, P 0.05). (E) Diagram explaining the decreased spread of mut-Ad3GFP in FGF9-induced cells. wt-Ad3GFP 
produces PtDd which neutralize FGF9-induced HD5. Therefore, there was no significant difference in wt-Ad3GFP spread and progeny 
production in the presence or absence of FGF9. mut-Ad3GFP does not form PtDd and is therefore incapable of inactivating HD5 and protecting 
progeny virus. mut-Ad3GFP progeny virus production is therefore inhibited in FGF9-treated cells. 
 
 
DISCUSSION  
The expression of HD5 mRNA and protein in colon cancer has been reported 
previously (14, 15). In our study, we demonstrate the presence of processed HD5 
peptides in epithelial ovarian cancer, predominantly in cases of endometrioid cancer. We 
speculate that HD5 processing is mediated by proteases derived from tumor-infiltrating 
neutrophils, which are usually a major component of nonmalignant cells in tumors (27). 
As noted above, neutrophil-derived proteases mediate HD5 processing in the genito-
urinary tract (12). On tissue sections, immunoreactive HD5 was found in specific subsets 
of malignant epithelial cells, the biology of which has to be further investigated. 
Furthermore, we demonstrated strong HD5 protein signals in sections of small-cell lung 
cancer tissue. Secreted HD5 appeared to accumulate in tumor stroma, 
 
March 2017 Volume 91 Issue 6 e02030-16 jvi.asm.org 10 
 
 171 
Interaction of Human Defensin HD5 with Adenoviruses Journal of Virology  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIG 8 K562 cells with ectopic HD5 expression. (A) Screening of cell lines for endogenous HD5 expression. HD5 mRNA levels  
were measured in total cellular RNA by qRT-PCR and expressed as percentages of b-actin (Act B) mRNA levels. (B) HD5 mRNA 
expression in K562 and BT474 cells after gene transfer with an HD5-expressing lentivirus vector. The lentivirus vector contains 
the HD5 gene under the control of the elongation factor alpha (EF1a) promoter and the neomycin (Neo) resistance gene under 
the control of the phosphoglycerate kinase promoter (PGK). RRE, Rev-responsive element; cPPT, central polypurine tract; WPRE, 
woodchuck hepatitis virus posttranscriptional regulatory element. Cells were transduced at an MOI of 1 PFU/cell and selected 
with G418 for 4 weeks. HD5 and b-actin mRNA levels were measured by qRT-PCR. HD5 mRNA levels were normalized to b-
actin mRNA levels and expressed as fold increase compared to the levels in parental cells (n 3). (C) HD5 protein levels in 
supernatants of K562 and K562-HD5 cells measured by ELISA (n 3). 
 
 
 
and in some ovarian cancer patients, elevated HD5 levels were found in the serum (Fig. 
10). This indicates that HD5 can come into contact with and neutralize oncolytic HAdV 
and potentially inhibit the intratumoral dissemination of de novo-produced virus. To test 
this hypothesis, we performed studies with HAdV3. We recently demonstrated that 
HAdV3 PtDd are functionally relevant for virus spread in epithelial cells (23). 
Immunofluorescence studies indicate that PtDd are released from infected cells before 
virus-triggered cytolysis and mediate restructuring of epithelial junctions. This function 
requires multiple Ad3 fiber knobs in a specific spatial constellation, which is present in 
PtDd, implying that dodecamerization is functionally important (28). Here, we report on 
a second function of PtDd that allows better viral dissemination, i.e., the ability of PtDd 
to neutralize cellular HD5 defensins. Smith et al. showed that in Ad virions HD5 
molecules simultaneously bind to fiber and penton base, which upon endocytosis 
prevents the release of fibers and endosomal escape of virions (3). Using equilibrium 
binding assays with labeled HAdV5 and synthetic HD5, the same authors also concluded 
that several thousand HD5 molecules are bound per virus (26). Here, we show that HD5 
binds to recombinant PtDd. Our SPR studies indicated a dose-dependent binding of HD5 
to PtDd, with a very low dissociation rate. This is in agreement with the reported function 
of this peptide which is known to stabilize the viral capsid and to prevent its controlled 
dismantling. Direct binding of synthetic HD5 to free fiber and penton base as well as to 
complexes of these two proteins with higher molecular weights was also observed in a 
Western blot assay. 
 
The central tool to test our hypothesis that PtDd neutralize HD5 involves the pair 
of wt-Ad3GFP and mut-Ad3GFP viruses. We first showed that viral spread of mut-
Ad3GFP is blocked by exogenous synthetic HD5 whereas that of wt-Ad3GFP is only 
minimally affected. This was then further consolidated in Caco-2 cells where 
expression of endogenous HD5 was induced by FGF9. Finally, the ectopic expres-
sion of HD5 in K562 cells diminished the oncolytic activity of mut-Ad3GFP in vivo 
but not that of wt-Ad3GFP.  
As outlined above, both viruses produce the same levels of free penton base and 
fiber, with the difference that mut-Ad3GFP cannot assemble pentons into dodecahedra. 
Our Western blot data show that HD5 binds to fiber and penton base monomers. We 
speculate, however, that the PtDd structure is more efficient in neutralizing HD5 than 
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FIG 9 Effect of ectopic HD5 expression on oncolytic activity in vivo. (A) Mouse leukocyte infiltration of subcutaneous K562 tumors. 
Frozen tumor sections were stained with fluorescein isothiocyanate conjugated against the mouse pan-leukocyte marker CD45 
(green). Scale bar, 100 mm. (B) In vivo study with wt-Ad3GFP and mut-Ad3GFP. K562 and K562-HD5 cells were injected 
subcutaneously to establish tumors. When tumors reached a volume of 200 mm3, PBS, wt-Ad3GFP, or mut-Ad3GFP was injected 
intratumorally, and tumor volumes were measured at the indicated time points (n 7). The difference between values for mut-Ad3GFP-
injected K562 and K562-HD5 cells at day 19 is significant (P 0.05). (C) The study described in panel A was repeated to test the 
effect of recombinant PtDd on the oncolytic activity of mut-Ad3GFP. Intratumoral PtDd injections (1 mg in 50 ml of PBS) were started 
the day after mut-Ad3GFP injection and were then repeated every 4 days. (D) In vivo study with wt-Ad5GFP. K562 and K562-HD5 
tumors were established, and virus was injected as described for panel B. Shown are the tumor volumes at day 19 (n 5). The 
difference between values for wt-Ad5GFP-injected K562 and K562-HD5 cells at day 19 is significant (*, P 0.05). 
 
 
free pentons, penton base, or fiber because mut-Ad3GFP was more sensitive to HD5 
than wt-Ad3GFP. Of note, PtDd are unusual virus-like particles formed by proteins that 
do not interact with each other in the viral capsid where penton bases are separated by 
hexons. The penton/penton interface can then be considered a novel putative binding 
site for other interactants, such as defensins, as has been already reported for  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIG 10 HD5 protein concentrations in human serum samples. Samples were diluted 1:10 in PBS and subjected to ELISA. The standard deviation is 
derived from technical repeats (n 3). 
 
March 2017 Volume 91 Issue 6 e02030-16 jvi.asm.org 12 
 
 173 
Interaction of Human Defensin HD5 with Adenoviruses 
 
PtDd interaction with heparan sulfate proteoglycans (HSPGs) (29). Our study 
suggests that HAdV serotypes that form PtDd (e.g., HAdV3, -11, and -14) could be 
more promising platforms for oncolytic Ad vectors.  
In addition to production by colon, ovarian, endometrial, and lung cancers, it is 
possible that HD5 is produced by other cancers derived from epithelial cells in the airway, 
gastrointestinal, and genito-urinary tracts or epithelial ducts in the pancreas and liver. An 
indirect line of support for the association of HD5 and cancer comes from the fact that 
FGF9 signaling through FGFR-3 triggers HD5 expression (16). FGF9 is a target of the 
Wnt/b-catenin pathway. The Wnt pathway is deregulated in many types of human 
cancers, resulting in aberrant expression of FGF9 (30–32).  
Our current findings that ovarian and lung cancers can produce HD5 and that this 
interferes with oncolytic activity of HAdVs are also relevant for oncolytic therapy with 
other viruses, including HSV, reovirus, and VSV, which are also sensitive to HD5 (13, 
33). Furthermore, considering that HD5 is overexpressed in malignant endometrial cells 
and secreted, the peptide could theoretically serve as a cervical lavage biomarker for 
malignant changes in the female reproductive system. 
 
MATERIALS AND METHODS  
Reagents. Synthetic human alpha defensin HD5 peptide was from Peptide Institute, Inc. (Osaka, 
Japan). Recombinant FGF9 was from R&D Systems (Minneapolis, MN, USA). The HAdV3 and 
HAdV5 fiber knobs were produced in Escherichia coli with N-terminal 6-His tags using a pQE30 
expression vector (Qiagen, Valencia, CA) and purified by Ni-nitrilotriacetic acid (NTA) agarose 
chromatography as described elsewhere (34). Recombinant Ad3 penton-dodecahedra (PtDd) were 
produced in insect cells and purified as described previously (35).  
Adenoviruses. Propagation and purification of HAdVs were performed as described elsewhere 
(36). wt-Ad3GFP and wt-Ad5GFP are wild-type HAdV3- or HAdV5-based vectors containing a CMV 
GFP expression cassette inserted into the E3 region (23, 24). Both vectors have intact E1 genes. 
mut-Ad3GFP is based on wt-Ad3GFP but contains D100R and R425E mutations in the penton base 
gene that disable the virus’s production of PtDd (23, 24). In mut-Ad3GFP, pentons (fiber plus penton 
base) assemble but do not form dodecameric structures.  
Cell lines. Human colon cancer Caco-2 cells (ATCC HTB-37) were grown in ATCC-formulated Eagle’s minimum 
essential medium supplemented with 20% fetal bovine serum (FBS; Gibco, Waltham, MA), 2 mM L-glutamine, 
antibiotics (100 IU of penicillin and 100 mg/ml streptomycin [P-S]). Human colon cancer T84 cells (ATCC CCL-284) 
were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium with F12 nutrient mix (DMEM/F12) supplemented with 10% 
FBS, 2 mM L-glutamine, and P-S. Human HeLa, HEK 293, A549, and BT474 cell lines were grown in DMEM 
supplemented with 10% FBS, glutamine, and P-S. K562 and Farage cells were cultured in Iscove’s modified 
Dulbecco’s medium (IMDM) with 10% FBS, glutamine, and P-S.  
Cancer biopsy specimens. Ovarian cancer biopsy specimens were obtained through the Pacific 
Ovarian Cancer Research Consortium (POCRC). The tissue repository provided (i) fresh or frozen 
tissue samples for RNA and Western blot analysis, (ii) formalin-fixed paraffin sections, and (iii) serum 
samples. Work with patient-derived tumor material was approved by the Fred Hutchinson Cancer 
Research Center Institutional Review Board (protocol 6289).  
HD5 immunofluorescence. Ovarian tissue and cancer sections were embedded in optimum 
cutting temperature (OCT) compound (Tissue-Tek; Sakura Fineteck, Torrence, CA) and frozen on 
dry ice. OCT compound-embedded tissues were then stored at 80°C and equilibrated to 20°C for at 
least 1 h prior to sectioning. Tumor tissue was sliced (8 mm) using a Leica CM 1850 cryostat (Leica 
Microsystems) and then transferred onto Superfrost Plus microscope slides (Fisher Scientific, 
Hampton, NJ). Slides were fixed in 4% paraformaldehyde (Fisher Scientific) for 10 min at 4°C. After 
two rinses with phosphate-buffered saline (PBS), slides were blocked with 2% nonfat dry milk in PBS 
for 20 min at room temperature. Immunofluorescence analyses were performed with mouse anti-
alpha defensin 5 monoclonal antibody (MAb) (MABF31; Millipore) (1:50) and goat anti-human DSG2 
(AF947; R&D Systems) at 1:50. Primary antibody binding was detected with donkey anti-mouse IgG-
Alexa Fluor 488 (AF488) or donkey anti-goat IgG-AF594 (1:200).  
qRT-PCR for HD5 mRNA. A Quick-RNA MicroPrep kit (Zymo Research, Irvine, CA, USA) was used to 
extract total RNA, which was then treated with a DNA-Free kit (Ambion, Austin, TX, USA) for DNA digestion. 
RNA (1 mg) was reverse transcribed into cDNA using a TaqMan MicroRNA reverse transcription kit (Applied 
Biosystems, Foster City, CA). The qPCRs were performed using Power SYBR green master mix (Life 
Technologies, Carlsbad, CA). The reaction was carried out on an ABI 7300 real-time PCR system (Applied 
Biosystems, Foster City, CA, USA) under the following conditions: 1 cycle of 95°C for 2 min, followed by 40 
cycles of 95°C for 15 s and 58°C for 60 s and a dissociation stage to generate melting curves. The 
sequences of the HD5-specific primers were as follows: forward primer, 5=-GGCTACAACCC 
AGAAGCAGT; reverse primer, 5=-CGGCCACTGATTTCACACAC. The b-actin gene (forward primer, 5=-
CGT CTTCCCCTCCATCG; reverse primer, 5=-CTCGTTAATGTCACGCAC) was used as a reference gene 
to nor-malize HD5 mRNA expression. Relative expression levels were calculated using the 2 CT (where CT 
is threshold cycle) method (14). 
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qPCR for adenoviral DNA genomes. Genomic DNA was extracted using a DNeasy kit from 
Qiagen (Valencia, CA). qPCR was performed as described previously (23). The sequences of the 
specific primers for the adenoviral hexon detection were as follows: forward primer, 5=-
GCCCCAGTGGTCATACATGCAC ATC; reverse primer, 5=-CCACGGTGGGGTTTCTAAACTT.  
Inhibition of Ad transduction by synthetic HD5. wt-Ad3GFP or wt-Ad5GFP was incubated 
with or without synthetic HD5 at a concentration of 15 mM for 1 h at 4°C in 150 ml of DMEM serum-
free medium. Confluent A549 cells were then exposed to 35 ml of the mixture (Ads with or without 
defensins) for 2 h at 37°C in serum-free medium. Cells were washed twice with serum-free medium 
and incubated with DMEM-FBS medium. After 48 h, transduction was analyzed based on GFP 
fluorescence by fluorescence microscopy.  
Western blotting for HD5. Homogenized and sonicated tissues were incubated overnight at 4°C in 
20% (wt/vol) acetic acid supplemented with protease inhibitors to extract cationic proteins. After 
centrifugation at 15,000 rpm in an Eppendorf centrifuge for 30 min at 4°C, supernatants were collected, and 
the pH was adjusted to neutral with 8 M NaOH. Ten microliters of lysate (2.5 mg of protein) was mixed with 
10 ml of 2 Novex Tricine SDS sample buffer (Invitrogen, Carlsbad, CA), incubated at 85°C for 5 min, and 
run on a Novex 0 to 20% Tricine gel. Proteins were blotted onto a polyvinylidene difluoride (PVDF) 
membrane using a semidry Invitrogen iBlot system. PVDF membranes were incubated in 0.2% 
glutaraldehyde-PBS for 10 min, followed by 5 min of incubation in 50 mM glycine-PBS. Membranes were 
blocked with Tween 20 –PBS–5% blocking-grade blocker (Bio-Rad, Hercules, CA) and incubated with 
polyclonal rabbit anti-HD5 antibodies (GTX 116079, clone N1C3; GeneTex, Irvine, CA) at a 1:1,000 dilution 
overnight at 4°C. Primary antibody binding was detected by anti-rabbit HRP (Cell Signaling Technology, 
Danvers, MA) (1:2,000). After blots were stripped with Restore Western blot striping buffer (Thermo 
Scientific, Waltham, MA), they were incubated with mouse anti-b-actin (Sigma, St. Louis, MO) (1:5,000). 
Membranes were washed five times in PBS-Tween 20 between antibody incubations, and films were 
developed using Amersham ECL Prime Western blotting detection reagent (GE Healthcare, Little Chal-font, 
United Kingdom).  
HD5 ELISA. A human DEFA5 ELISA kit from Elabsciences (Wuhan, China) (E-EL-H1798) was 
used according to the manufacturer’s directions.  
Surface plasmon resonance. Binding assays were done on a BIAcore 3000 instrument. HBS-N (GE-
Healthcare, Pittsburgh, PA) was used as running buffer in all experiments at a flow rate of 5 ml/min. 
Immobilization on a CM5 sensor chip was performed using HD5 (Peptide Institute, Inc.) at 20 mg/ml in 10 
mM acetate buffer, pH 4.5, injected for 10 min on an ethyl(dimethylaminopropyl) carbodiimide/N-
hydroxysuccinimide (EDC/NHS)-activated flow cell (570 response units [RU]). A control flow cell was 
activated by EDC/NHS, and both flow cells were inactivated by ethanolamine for 10 min. Different 
concentrations of recombinant PtDd protein were injected for a 3-min association time followed by a 2.5-
min dissociation time, and the signal was automatically subtracted from the background of the 
ethanolamine-deactivated EDC/NHS flow cell. Kinetic and affinity constants were calculated from sepa-
rated sensorgrams by the BIAeval software using a 1:1 Langmuir model.  
Generation of BT474 and K562 cell lines with ectopic HD5 expression. Generation of BT474 and 
K562 cell lines with ectopic HD5 expression was accomplished using a VSV-G-pseudotyped lentivirus 
vector encoding the full-length HD5 gene under the control of the EF1a promoter (kindly provided by Xiao-
Bing Zhang, Loma Linda University). For transduction of K562 cells, a 6-cm dish was coated with 
RetroNectin (8 mg/cm2) for 4 h. Subsequently, the dish was blocked with 2% bovine serum albumin (BSA)-
Hanks’ balanced salt solution (HBSS) for 30 min at room temperature. Blocking solution was removed, and 
the plate was washed once with PBS. Next, the lentivirus (MOI of 10 infectious units/cell) was added to the 
plate for 45 min. Afterwards, K562 cells (1 106) were added to the plate for 4 h for infection. For the 
transduction of BT474 cells, 1 106 BT474 cells were incubated with Polybrene (4 mg/ml) and the lentivirus 
for 6 h. Transduced cells were incubated with 500 mg/ml of G418 for 4 weeks.  
Animal studies. This study was carried out in strict accordance with the recommendations in the Guide 
for the Care and Use of Laboratory Animals endorsed by the National Institutes of Health (37). The protocol 
was approved by the Institutional Animal Care and Use Committee of the University of Washington, Seattle, 
WA (protocol 3108-01). Mice were housed in specific-pathogen-free facilities. Immunodeficient NOD.CB17-
Prkdcscid/J (CB17) mice were obtained from the Jackson Laboratory. Mice were subcutaneously injected 
with either K562 or K562-HD5 cells (2 106 cells; in Matrigel). Tumor sizes were measured every second 
day. After tumors reached a size of 200 mm3, wt-Ad5GFP, wt-Ad3GFP, or mut-Ad3GFP was injected 
intratumorally (2 109 PFU/mouse).  
Statistical analysis. All results are expressed as means standard deviations (SD). Two-way 
analysis of variance (ANOVA) for multiple testing was applied. Animal numbers and P values are 
indicated in the figure legends. 
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Abstract The penton base is an homopentameric protein involved in Adenovirus 
internalization. Remarkably, in some Human Adenovirus (HAd) serotypes such as 
HAd3, the penton base protein is able to self-assemble by twelve in a symmetric manner 
to give a non-infectious particle called adenovirus dodecahedron (Ad-Dd). Ad-Dd, 
composed of 60 identical monomers conserved the great internalization potential of 
HAd while being non-infectious. In this work, the HAd3 penton base gene has been 
engineered to enable a rapid insertion epitopes of interest without destroying the particle 
scaffold or its cell-entry properties. Remarkably, this particle can also enter both 
monocytes and dendritic cells in vitro and migrates to the lymph nodes upon in vivo 
injection. Insertion as long as 200 residues could be achieved in the thermostable particle 
which can be stored for weeks without the need of cold-chain. As a proof of concept, a 
neutralizing epitope from Chikungunya virus was inserted upon two different 
conformational configurations. In vivo validation, in mice showed that the way of 
displaying ChikV epitope on the scaffold is critical to trigger an efficient immune 
response.  
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Introduction 
Some viruses and particularly human adenoviruses (HAd) can naturally induce a strong 
inflammatory and immune response. Recombinant Ad (rAd) used in vaccination 
purpose have shown their ability to trigger a strong and long lasting cellular Th1 and 
humoral responses against the antigenic transgene(Prevec et al. 1990; Juillard et al. 
1995). The intense immune response induced by Ad itself is likely to be involved in this 
effect. The role played by the capsid components in cellular and humoral recognition of 
Ad has been reported(Kafri et al. 1998; Molinier-Frenkel et al. 2000). Interestingly, the 
potential of Ad capsid proteins such as hexon as vaccination adjuvants has already been 
demonstrated(Molinier-Frenkel et al. 2002). Beside the hexon, a non-covalent complex 
consisting of the penton base and the protruding fibers is located at each of the 12 
vertices of the virion. This complex named ‘penton’ is involved in the virion attachment 
and cell entry. Interestingly, purified penton capsomers conserve their internalization 
properties making them a good vector for gene or protein delivery(Fender et al. 1997; 
Fender et al. 2003; Garcel et al. 2006; Medina-Kauwe, Kasahara, et al. 2001; Medina-
Kauwe, Maguire, et al. 2001). In some adenovirus serotypes such as HAd3, the 
symmetric self-association of 12 penton bases with 12 protruding fibres penton-
dodecahedron (Pt-Dd) can be produced during the virus replication cycle(Fender et al. 
2012; Norrby. 1966; Fender et al. 1997). Those particles can also be recombinantly 
expressed in the baculovirus system while keeping their efficient internalization 
properties through interaction with desmoglein2, integrins or heparan-sulfate 
proteoglycans on the cell membrane(Wang et al. 2011; Vivès et al. 2004; Gout et al. 
2010; Vassal-stermann et al. 2018). In a previous work, we have already reported the 
potential of Pt-Dd for protein transduction into cells using the structural WW domain 
adaptors to bind antigens to this scaffold(Villegas-Méndez et al. 2012; Garcel et al. 
2006). The efficiency of this system has been reported in the immuno-oncology field. 
Indeed, in vivo studies have shown using the ovalbumin (OVA) model, that mice 
vaccinated with Pt-Dd in complex with WW-OVA were protected against B16-OVA 
melanoma cell thanks to a strong humoral and cellular response triggered by the 
complex(Villegas-Mendez et al. 2010). However, while this system was very efficient it 
could not reach the industrial requirements since it was a two-component system using 
two expression means and that the WW linker was from human origin. 
 In the present work, we report how we have re-engineered the adenovirus 
dodecahedron to display in a ‘plug and play’ manner the epitopes of interest in a single 
component devoid of any genetic material or human-derived protein sequences thus 
fulfilling regulatory and industrial requirements. 
  
  
 
 181 
 
Results 
Determination of exposed regions not involved in the dodecahedron architecture 
Base-dodecahedron (Bs-Dd) is a symmetrical particle made of twelve adenovirus (Ad) 
penton bases which spontaneously assemble together. This non-infectious particle can 
be produced with high yield using baculovirus expression system. In a first step, 
monomers assemble by 5 to give the penton base protein. These building blocks then 
interact together by 12 thus forming Bs-Dd (Figure 1). Since the goal of this study was 
to engineer this particle in order to display peptides or epitopes of interest, a first step 
consisted in finding locations in which insertions could be done without destroying the 
scaffold while being well-exposed at the particle surface. According to HAds penton 
base sequence comparison and to the structure of Bs-Dd(Zubieta et al. 2005; Szolajska 
et al. 2012; Schoehn et al. 1996; P. Fuschiotti et al. 2006), two locations were found 
fulfilling these criteria: the variable loop (VL) and the loop encompassing the RGD 
motif (RGD-L). These loops are shown in Figure 1. 
 
Engineering of the HAd3 penton base gene sequence for ‘plug and play’ insertion 
in the loops   
The two identified loops are very variable in length and aminoacid composition. For 
instance, the HAd3 VL comprises 20 residues while HAd41 is only made of 9 amino-
acids. The difference is even more pronounced for the RGD-L with 11 amino-acids for 
HAd12 while the HAd2 RGD-loop is 74 residues long. Despite this great diversity, the 
RGD motif involved in integrins recognition and then the Ad internalization is 
conserved in all HAds (except enteric adenoviruses HAd40 and HAd41). The choice 
has been made to conserved this tripeptide with flanking regions for keeping the high 
potential of internalization of Bs-Dd. Three insertion sites for foreign DNA sequences 
have then been designed by synthetic biology by adding three couple of unique 
restriction sites in the HAd3 penton base gene (Figure 2A). One couple enables the 
replacement of the VL sequence (EcoRI; RssRII), another one can be used to insert 
sequence upstream the RGD motif in the RGD-L (BssHII; SalI) while the last one makes 
possible insertion downstream this RGD motif (SacI; XbaI). This ‘plug and play’ 
genetic platform has been renamed ‘ADDomer’ for Adenovirus Dodecamer. Since the 
addition of restriction sites slightly change the wild type HAd3 penton base primary 
sequence (Figure S1), particle production was checked. Production yield was 
comparable to the HAd3wt penton base (about 80mg.L-1) and the particle shape was 
unchanged as seen by electron microscopy (Figure 3A). The fate of this particle at 
different temperatures has then been investigated. At least a four-week storage at room 
temperature (RT= 22°C) can be performed without destroying the scaffold. 
Interestingly, if a frozen/thaw cycle tends to partially dissociate the dodecameric particle 
in their pentameric building blocks, this can be spontaneously reversed by storage at RT 
(Figure 3A). If long term incubation at 37°C did not change the particle assembly (not 
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shown), dissociation was observed at 45°C as predicted by the thermal shift assay 
experiment given a Tm of 54°C with increasing signal above 45°C (Figure 3B). Once 
again, particle incubated for 1H at this temperature can re-associate after storage at RT. 
Altogether, it can be concluded that ADDomer is a very thermostable particle with 
irreversible denaturation occurring only above 45°C. 
 
Validation of the ADDomer plateform by loop exchanges 
In order to validate the structural and genetic design of ADDomer, the HAd3 RGD loop 
(RGD-L) comprises 40 amino-acids from residues 310 to 349 (Figure 1) was first 
replaced by the shortest HAd3 variable loop (V-L: residues 150 to 169). To do this the 
DNA sequence coding for the V-L amino-acid sequence was synthetically produced 
with BssHII and XbaI restriction sites at 5’ and 3’ extremities, respectively. This 
sequence was then cloned in the plasmid encoding ADDomer digested by the same 
enzymes beforehand to remove the RGD-L sequence (Figure 2A). After expression and 
purification, the integrity of this slightly lighter particle was checked by SDS-PAGE 
(Figure 2B) and transmission electron microscopy (TEM) validating that the VL(2X) 
particles were properly produced (not shown). To go further, a similar strategy was used 
to swap the two loops. The sequence coding the the RGD-L was flanked by EcoRI and 
RsrII sites to replace the first VL region in the ADDomer – VL(2X) plasmid (Figure 
2A). Again, the expression of this ADDomer-Swapped particle (Figure 2B) resulted in 
good expression yield and well-formed particle (not shown). This result indicated that a 
sequence as long as 40 residues can be inserted in V-L which is normally made of only 
20 residues. In order to investigate whether the RGD-L can also be extended, a large 
insertion of 200 aminoacid (corresponding to HAd11+HAd3+HAd11 loops, Figure S2) 
was then cloned in between the BssHII and SalI restriction sites of the ADDomer 
plasmid. Mass spectroscopy analysis confirmed that the monomer had the expected 
molecular weight of 81,1 kDa instead of 63,5 for ADDomer (Figure 2C). TEM imaging 
showed that despite this brutal insertion, the dodecameric scaffold was not affected and 
that the ADDomer-extended having a MW of more than 4,8 MDa instead of 3,8MDa 
for empty ADDomer was properly produced (Figure 3D) 
Taken together, these results showed that both VL and RGD-L can be extended without 
affecting the yield of production or the quality of the scaffold 
 
ADDomer internalization in epithelial, monocytes and dendritic cells 
Before inserting epitopes of interest in the particles, the capacity of ADDomer to be 
internalized in different cell types was investigated in Human cell lines. To be the closest 
as possible to the HAd tropism, an epithelial-like cell line was used in a first attempt. 
As expected, a punctate signal was observed in the cytoplasm of HeLa cells, 
demonstrating that the engineering of ADDomer and more especially the addition of 
four restriction sites (resulting in the addition of 8 amino-acids) in the RGD-L was not 
detrimental to particle internalization (Figure 4A).  
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 In order to investigate the behavior of ADDomer with white blood cells, 
monocytes were recovered from human blood patient. Incubation of Alexa488 labelled 
ADDomer with human monocytes was investigated by immunofluorescence. After a 1 
hour contact time, a strong punctate signal was also observed in those cells (Figure 4B). 
Moreover, dendritic cell derived from monocytes (moDC) by GM-CSF and IL-4 
treatment showed a rapid and efficient uptake of ADDomer by those cells (Figure 4C). 
Taken together these in vitro experiments performed with human patient immune cells 
suggest that ADDomer is a good candidate to induce an immune response.  
 
 
Lymph nodes biodistribution of ADDomer 
Based on the encouraging in vitro validation, an experiment was set up to investigate 
whether ADDomer can be found in mice draining lymph nodes (LNs). ADDomer was 
covalently labelled with Alexa680 and injected in the right leg of mice by either the 
subcutaneous (SC) or the intra-muscular (IM) route. The fluorescent content of different 
LNs and organs was then quantified on isolated tissues at 1H and 5H after injection and 
compared to the negative control group injected with PBS. A rapid draining of 
ADDomer to the right inguinal LN was observed whatever the injection mode (Figure 
5A). Surprisingly, the time of residence in this LN was really different according to the 
injection mode (Figure 5B). Indeed, a slight decrease was observed in the inguinal LN 
of mice injected by the IM route while the fluorescent intensity almost went back to the 
background level in mice injected by the SC route 5H after injection (Figure 5B). No 
significant signal was seen in the opposite left Inguinal LN which can be considered as 
an internal control. In mesenteric LNs the results were more homogeneous with a rapid 
but non-lasting signal whatever the injection means. This behavior was also observed in 
the right Axillary LN. Regarding other LNs, the Alexa680 signal from ADDomer was 
too low to be significant. Taken together this data indicated that fluorescent-labelled 
ADDomer particles were mainly drained to the closest right Inguinal LN at early time 
after injection whatever the injection mode but that the time of residence was longer 
when the IM route was used. 
 
Insertion of Chikungunya Virus (ChikV) neutralizing epitope in ADDomer 
Knowing that ADDomer is a flexible platform enabling rapid insertion in the modified 
HAd3 penton base loops and that the resulting ADDomer scaffold is a good candidate 
to trigger an immune response, foreign (i.e. non-adenoviral) ‘epitope of interest’ (EOI) 
can be envisaged. Using such strategy, a single insertion of the EOI in the genetic 
platform will result in the display of 60 identical epitopes at the ADDomer surface. As 
a proof of concept, Chikungunya virus (ChikV) was chosen. It has been described that 
high level of antibodies against E2EP3 (Epitope 3 from the Chikungunya virus envelop 
protein E2) was found in patient during the acute phase(Kam et al. 2014; Y.-W. Kam et 
al. 2012). This linear 19 residues B-cell epitope (Figure S3) was then chosen for 
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insertion in the ADDomer variable loop (VL).  However, in mature virion the E2 protein 
is processed by furin thus resulting in the exposition of this epitope with a floppy N-
terminal. To take this point in consideration, a Tobacco Etche Virus (TEV) cleavage site 
was added upstream the E2EP3 sequence (Figure S3). Soluble ADDomer-Chik particles 
can be produced at high yield comparable to empty ADDomer (>40mg.L-1) showing 
that the expression of E2EP3 in the particle VL was not affecting its expression. After 
purification, cleavage of ADDomer and ADDomer-Chik by the TEV protease was 
performed for 5 and 120 minutes and analyzed on SDS-PAGE (Figure 6A). As expected, 
non-treated sample showed a band at 66,3kDa whereas two bands at the expected size 
(47,4 and 18,9kDa) were found for ADDomer-Chik treated by TEV for 120 minutes 
thus showing that the TEV cleavage site was accessible to the protease at the particle 
surface. In order to determine whether this cleavage affect the dodecameric scaffold, 
electron microscopy was then performed for the TEV-cleaved ADDomer-Chik. 
Negative staining micrographs showed that particles were intact despite this drastic 
proteolytic treatment. Those particles thus carry 60 ChikV E2EP3 epitopes in a ‘relaxed’ 
form as found in mature ChikV.  
Altogether, these results show that (i) foreign epitopes can be inserted in ADDomer 
without changing the scaffold neither the yield of production, the epitope being 
‘constrained’ in the variable loops of each monomer, (ii) post expression treatment can 
be done with a protease to ‘relax’ the epitope from the N-terminus part in order to get 
closer to its natural conformation in the mature ChikV. 
 
In vivo study with ADDomer-Chik particle displaying the epitope under two 
different configurations. 
E2EP3 is known to be a major neutralizing epitope of ChikV. This B-cell epitope 
conserved amongst human and macaque could potentially trigger specific antibodies 
production in mice. To investigate this point, in vivo experiment was set up with three 
groups of eight mice. Group 1 were injected by ‘Empty ADDomer’ (no foreign epitope) 
while groups 2 and 3 were injected with ADDomer-Chik either treated or not treated by 
the TEV protease. Of note, no adjuvant was added to assess if the ADDomer scaffold 
could play an immune-stimulatory effect that would benefit to immune response against 
E2EP3. Three injections of ADDomer were performed subcutaneously, and blood was 
collected 2 weeks after each injection. The humoral response was assessed by ELISA 
against the E2EP3 peptide. As expected, no signal was observed in the group injected 
with empty ADDomer. More surprisingly, no response was seen in the group injected 
with the ‘native’ ADD-Chik even after 3 injections. By contrast, a significant response 
was observed when ADD-Chik was treated by TEV protease before injection (Figure 
6C). This result clearly indicates that the way of displaying this epitope in the scaffold 
is critical to induce the humoral immune response. This response was observable since 
the second injection and raised after the third injection (Figure 6D). Taken together these 
result show that (i) an anti-E2EP3 humoral response can be trigger in absence of 
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adjuvant by the ADDomer scaffold (ii) the way of displaying this epitope at the surface 
of the immune-stimulatory platform is critical. 
 
Discussion 
The use of virus as vaccine vector encoding for an antigen of interest is very attractive. 
This strategy has been reported since the late 80’s using different viruses including 
adenoviruses. For instance, transgenes encoding Hepatitis B, HIV or Rabies antigens 
have been inserted in HAd5 vector for vaccination purpose(Morin et al. 1987; DEWAR 
et al. 1989; Prevec et al. 1990). Another way to use viruses relies on their intrinsic 
immuno-stimulatory properties. In gene therapy trials using adenoviral vectors, it has 
been reported that antibodies against the main capsid proteins such as the hexon, the 
penton base and the fibre were found in patients(Hong et al. 2003; Molinier-Frenkel et 
al. 2000). Moreover, adenoviral capsid protein such as hexon could play the role of 
adjuvant for activation of the cellular response(Molinier-Frenkel et al. 2002). Rather 
than adding adenoviral capsid protein as adjuvant, direct insertion of epitope of interest 
in the HAd5 viral capsid has been reported. Both trimeric hexon and trimeric fibre were 
genetically engineered to display Ovalbumin epitopes (OVA)(Lanzi et al. 2011). In 
2010, we have reported that OVA epitope can also be delivered by a particle derived 
from HAd3 devoid of genetic material called Dodecahedron (Dd) thanks to WW adaptor 
molecules(Fender et al. 1997; Garcel et al. 2006; Villegas-Mendez et al. 2010). This 
strategy was very efficient to mount both humoral and cellular response against the 
OVA epitope and to protect mice from melanoma B16-OVA cells. In the present work, 
our goal was to elaborate a strategy keeping the high immune-stimulatory properties of 
Dd while making epitope insertion easy and controlled. To do this, Dd structure has 
been finely investigated. Two regions in the HAd3 penton base (the building block of 
Dd) have been found to be well-exposed at the surface of the particle while being not 
involved in the scaffold assembly(Szolajska et al. 2012; Schoehn et al. 1996; P. 
Fuschiotti et al. 2006) (Figure 1). This region called variable loop (VL) and RGD loop 
(RGD-L) are not conserved amongst different adenovirus serotypes suggesting that 
modification can be done without disrupting the building block(Zubieta et al. 2006b; 
Zubieta et al. 2005). Since the HAd3 penton base monomer first pentamerizes, 5 copies 
of VL and RGD-L are found at the capsomer surface (Figure 1). In turn, the spontaneous 
assembly of HAd3 penton base by twelve subsequently results in a dodecahedric particle 
displaying 60 copies of each loop at its surface. Such feature is very interesting for 
vaccine purpose since it has been reported that multimerization of epitopes elicit more 
potent neutralizing antibodies(Kanekiyo et al. 2013; Kanekiyo et al. 2015). 
 In order to enable the rapid insertion of foreign peptides or epitopes at these 
locations, the HAd3 penton base gene has been engineered. A couple of restriction sites 
have been added at both extremities of the VL. The design of RGD-L has been thought 
in order to keep the RGD tripeptide required for the particle internalization(Wickham et 
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al. 1993; Gout et al. 2010). This has been made possible by adding two couple of 
restriction site upstream and downstream the region coding for the RGD sequence. This 
genetic platform derived from the HAd3 penton base nucleotides sequence has been 
renamed ‘ADDomer’ for Adenovirus Dodecamer (Figure 2A). To investigate whether 
the ADDomer platform was well designed to modify these loops without destroying the 
scaffold, we have first replaced the RGD-L by a shorter VL resulting in ADDomer 
having two identical variable loops (VL2X). Based on the successful expression of this 
construct, we went further by swapping the V-L and RGD-L with success thus showing 
that the natural V-L location (20 residues) can support longer insertion such as the 40 
residues of RGD-L (Figure 2B). Finally, RGD-L extension was also tested by adding 
200 residues encompassing the HAd2-HAd11 and HAd3 loops in tandem. Remarkably, 
this extended ADDomer (ADDomer-Ext) for which the monomer reach 81.7 kDa 
instead of 63.5 kDa was still able able to form dodecameric particle (Figures 2C and 
2D). Such particles of more than 4,9Mda carries 1.1Mda of extra material as compared 
to empty ADDomer.   
 The ADDomer thermo-stability study has shown that long-term storage can be 
done in a broad range of temperature below 45°C. This remarkable stability is clearly 
an asset to reach remote area where cold chain breakage often results in a loss of vaccine 
stock and/or weak protection efficiency(Kaufmann et al. 2011). Moreover, if frozen-
thaw cycles or incubation at 45°C can partially dissociate the dodecameric scaffold in 
its building blocks, this process is reversible (Figures 3A and 3B). Again, this 
reversibility can be an advantage knowing that temperature in a fridge can go under 2°C 
resulting in irreversible damage of some vaccine stocks.  
 A hallmark of adenovirus dodecahedron is its high potential to enter epithelial 
cell through integrins engagement or HSPG recognition(Gout et al. 2010; Vivès et al. 
2004). This property is kept by ADDomer (Figure 4A) and experiment performed with 
human monocytes and dendritic cells ex vivo clearly showed that this particle can also 
enter immune blood cells (Figures 4B and 4C). The mechanism by which the particle is 
internalized is not known but might be beneficial for epitopes presentation. Of note, in 
a previous work using adenovirus dodecahedron to deliver ovalbumin epitope using a 
two-component system in mice, a strong CTL response was reported beside the humoral 
one(Villegas-Mendez et al. 2010). Such results can be explained by the draining of the 
vaccine scaffold to lymph nodes as shown in Figure 5. Indeed, labelled ADDomer can 
be found after only 1H in the mesenteric and right inguinal lymph nodes next to the 
injection site whatever the mode of injection. ADDomer is a quasi-spherical 29nm in 
diameter particle and this range of size has been described to be optimal for lymph node 
draining(Kang et al. 2017; Kjellman et al. 2015). 
 Based on the ADDomer properties, insertion of epitope of interest has then be 
tried. An epitope from Chikungunya virus (ChikV) has been inserted in the VL region 
of ADDomer. This neutralizing epitope named E2EP3(E2 ChikV protein, epitope 3) 
composed of residues 2800-2818 is located at the N-terminus of E2 glycoprotein 
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proximal to the E2/E3 furin cleavage site. To mimic this configuration in ADDomer, a 
TEV (Tobacco Etch Virus) cleavage site was then added just upstream E2EP3 thus 
enabling to display this latter either under a constrained or under a relaxed configuration 
at the ADDomer surface. Remarkably, despite a full cleavage of monomers by the 
protease treatment (Figure 6A), the ADDomer scaffold was totally conserved as seen 
by electron microscopy (Figure 6B). Those particles might then display the 60 copies of 
E2EP3 in an exposition close to what is found in mature ChikV. Experiment performed 
in mice confirmed that E2EP3 must be cleaved by TEV to efficiently mount a humoral 
response against this epitope contrary to the uncleaved one (Figure 6C), thus showing 
that this epitope was not further processed in vivo. As expected, repeated injections of 
TEV-cleaved particle resulted in higher humoral response (Figure 6D). It is worth noting 
that injections were performed without adjuvant showing that the ADDomer scaffold 
played an immuno-stimulatory function to trigger E2EP3 humoral response. 
 Taken together, the results showed that (i) long peptide sequences can be added 
in two loops of the Ad3 penton base in a ‘plug and play manner’ resulting in a single 
component particle displaying them with a controlled stoichiometry, (ii) the scaffold is 
stable within a large range of temperature and can play immune-stimulatory function by 
priming the immune system and (iii) the epitope of interest can be processed post-
production to facilitate its recognition if necessary. The development of such versatile 
‘ADDomer’ platform opens the way to the development of new robust vaccine products 
scalable at the industrial scale. Since ADDomer is not infectious, it would be suitable 
for vaccination of immunocompromised people or pregnant women who cannot be 
vaccinated with attenuated virus during infectious outbreaks such as Zika virus a 
causing agent of microcephaly. 
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Material and Methods 
 
Plasmid design and baculovirus construction 
For baculovirus construction, the gene encoding the HAd3 penton base 
(Genbank/Z29487) with the additional unique restriction sites (shown in Figure 2) was 
synthesised by Genscript and cloned between BamHI and HindIII site of 
pACEBac1acceptor plasmid to give pACEBac1-ADDomer (Geneva Biotech). All the 
modification or insertion in the loop was done using the additional restriction sites in 
this plasmid by synthetic biology by Genscript. Once created, the acceptor plasmid was 
transformed in E.coli containing the DH10EMBacY bacmid. White colonies were 
picked and bacmids was recovered according to the procedure decribed by Geneva 
Biotech. Bacmids were then transfected in SF21 cell to produce the baculovirus stock. 
ADDomer particle expression were done by infecting High Five cells in suspension for 
60H. 
 
ADDomer purification 
Pellets of infected High Five cells were lysed by hypotonic buffer (PBS 0,33X: 1mL per 
2,5.107 cells) supplemented by EDTA-free protease inhibitors (Complete, Roche) and 
subjected to 3 freeze/thaw cycles. After centrifugation at 6.000g the supernatant was 
loaded on top of a 15-40% sucrose gradient as described previously (Fender 1997). The 
30-40% fractions containing the dodecameric particle were pooled and dialysed against 
Hepes 10mM pH7,4 – 50mM NaCl. A second step of purification was performed on 
5mL Hi-Q column (Bio-Rad) by a 30mL (50-500mM NaCl) linear gradient. Fractions 
eluted between 330 and 400mM were recovered. 
For animal studies, ADDomer particles were further pass on “Detoxi-gel, endotoxin 
removing gel” (ThermoFischer) and dialysed against PBS.  
 
Addomer stability studies 
Addomer were store at 1mg.mL-1 in PBS at room temperature. Thermic shocks were 
either freezing at -20°C for one night and thawing or 1H incubation at 45°C. Thermal 
Shift Assay (TSA) was performed on thermofluor CRIMS interface of the High 
Throughput crystallography facilities of EMBL-Grenoble with an ADDomer sample at 
3mg/mL-1 in PBS. Electron microscopy was performed by the standard mica-carbon 
flotation technic with uranyl acetate staining. Images were taken at 100-120kV on either 
JEOL or FEI Tecnai12 from the Grenoble PSB electron microscopy platform.  
 
Cell culture and cell differentiation 
HeLa Cell were culture in DMEM-10%SVF medium at 37°C under a 5%CO2 
atmosphere. Monocytes were purified from a patient blood sample by centrifugation on 
Ficoll (Sigma-Aldrich) for 20 minutes at 800g and mononucleated cells were 
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subsequently pass through Easy-Sep (StemCell Technology) magnetic beads. 
Monocytes purity was verified by FACS by CD14 labelling. moDC were generated by 
cultivating monocytes in RPMI-10%SVF supplemented by GM-CSF 100ng.mL-1 and 
IL-4 25 ng.mL-1 for 6 days. moDC diffrenciation was checked by FACS using 
CD14/CD209 labelling.  
 
 
Cell imaging 
Hela cell were grown on glass coverslip and incubated for 1H at 37°C with unlabelled 
ADDomer at 20mg.mL-1. After Methanol fixation ADDomer were labelled with rabbit 
serum against the HAd3 penton base diluted 1/1.000 in PBS and a subsequent Cy5 
labelled Goat anti-rabbit antibody diluted at 1/500 (Jackson ImmunoResearch). Nuclei 
were counterstained by DAPI. Experiments with monocytes and moDC were performed 
with labelled ADDomer. ADDomer at 1mg.mL-1 in PBS was labelled with Alexa488-
TFP(Invitrogen) at 0,1mg. mL-1 for 2H in the dark at 4°C. Free dye was removed by 
extensive dialysis against PBS. Monocytes and moDC (105 cells) were incubated for 1H 
at 37°C with 10 g of Alexa488-ADDomer. Cell were loaded on glass coverslip and 
observed in an Olympus IX81 inverted microscope using DIC and green fluorescence 
channels. 
 
Biodistribution studies 
Véronique can you write something 
 
In vivo vaccination 
Bernard can you write something 
 
 
Statement: In vivo experiments were carried out at the "Institute for Advanced 
Biosciences" (Grenoble) and the Institute of Biology and Chemistry of Proteins (Lyon), 
two laboratories certified by the Ministry of Research and Education Superior and 
regularly monitored by the Departmental Directorate for the Protection of Population 
(Approval number C 69 123 0303 and C38 516 10001). The animal experiments were 
carried out according to the rules in force and in the respect of the ethics of the animal 
experimentation. 
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Figure 1: Exposed loops at the surface of HAd3 base- dodecahedron. Upper panel: 
Schematic representation of the HAd3 penton base monomer in dark blue with the 
position of the two loops highlighted in light blue (V-L: variable loop; RGD-L: RGD 
loop). Lower panel: Structural description of Bs-Dd assembly. A HAd3 monomer (red 
cartoon) is shown from a side view with V-L depicted by (#) and RGD-L by (*). This 
monomer assembles by five to give the penton base protein (Top view with each 
monomer colored differently and surrounded by a grey surface density. Penton base 
dodecamerisation leads to a symmetric particle made of 60 monomers (red cartoon) 
surrounded by grey surface.   
  
 
 194 
 
 
Figure 2: Design of ADDomer genetic platform and loop modifications. (A) 
Schematic representation of the ADDomer platform and the different loop exchanges or 
modifications. (B) SDS-PAGE showing the migration the different ADDomer 
according to their modifications. (C) Mass spec analysis of non-modified and extended 
ADDomers. (D) negative staining of ADDomer-Extended (Bar: 50 nm). 
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Figure 3: Thermostability study of ADDomer. (A) Upper panel: negative staining of 
ADDomer after purification (reference sample), frozen/thaw or incubated for 1H at 
45°C. Bottom panel: same sample after storage for 4 weeks at room temperature (RT). 
(B) Thermal shift assay showing a Tm of 54°C preceded by a stability phase up to 40°C 
and an intermediate phase (40-45°C) where dodecamer dissociated in pentameric 
building blocks. 
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Figure 4: Internalisation of ADDomer in different human cell lines. (A) HeLa cell 
incubated for 1H with ADDomer detected in red, nucleus is stained in blue with DAPI. 
(B) Human monocytes incubated for 1H with ADDomer detected in green. (C) Same 
experiment with monocyte derived dendritic cells.  
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Figure 5: Lymph nodes biodistribution of ADDomer labelled with alexa 647. (A) 
Ex vivo imaging of the main different lymph nodes from one representative mouse 5H 
after injection in the right leg. (B) Quantification for 100ms of isolated LNs at 1 and 5H 
hours after IM or SC injection. Dark blue: IM for 1H; brown: (IM for 5H; light blue: SC 
for 1H; red: SC for 5H, black: non-injected mice (n=5). Axi (Axillary); Bra (Brachial); 
Sci (Sciatic); Ing (Inguinal); Mes (Mesenteric).  
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Figure 6: In vivo humoral characterization of ADDomer-Chik with E2EP3 
displayed under two configurations. (A) SDS-PAGE analysis of ADDomer-Chik 
uncleaved or cleaved by TEV for 5 or 120 minutes. (B)Negative staining analysis of 
ADDomer-Chik cleaved by TEV for 120 minutes. (C) Assessment of the humoral 
response against E2EP3 peptide by ELISA for mice injected 3 times with empty 
ADDomer, ADDomer-Chik uncleaved and ADDomer-Chik cleaved by TEV (n=8). (D) 
E2EP3 humoral response induces by ADDomer-Chik cleaved by TEV according to the 
number of injection (n=8).  
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GSGGENLYFQSEQGGGGAGGGNNSGSGAEENSNAAAAAMQPVEDMNDHAI
RGDTFATRAEEKRAEAEAAAEAAAPAAQPEVEKPQGGSGGSGGAKIEAATA
AAEAKANIVASDSTRVANAGEVRGDNFAPTPVPTAESLLADVSEGTDGGSGG
SGGTETTTLAVAEETSEDDDITRGDTYITEKQKREAAAAEVKKGGSG 
 
 
Supplementary Figure S2: Sequence inserted in the ADDomer-Extended. This 
sequence is derived from HAd2+HAd11+HAd3 RGD loops flanked and separated by 
linker sequences. A TEV site is highlighted in yellow 
 
 
 
 
 
 
GSGGENLYFQSTKDNFNVYKATRPYLAHGGSG 
 
 
Supplementary Figure S3: Sequence of E2EP3 with Tev Cleavage site. This 
sequence was inserted in the VL of ADDomer to give ADDomer-Chik. The TEV 
cleavage site is highlighted in yellow and E2EP3 in red. TEV addition results in 
cleavage between Q and S. 
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ANNEXES I : 
SEQUENCE PRIMAIRE DES EPITOPES 
INSERES DANS L’ADDOMER 
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1. Extended Loop 
 
GSGGENLYFQSEQGGGGAGGGNNSGSGAEENSNAAAAAMQPVEDMNDHAI
RGDTFATRAEEKRAEAEAAAEAAAPAAQPEVEKPQGGSGGSGGAKIEAATAA
AEAKANIVASDSTRVANAGEVRGDNFAPTPVPTAESLLADVSEGTDGGSGGS
GGTETTTLAVAEETSEDDDITRGDTYITEKQKREAAAAEVKKGGSG 
 
2. Long Ova 
 
GSGGENLYFQSEVSGLEQLESIINFEKLTEWTSSNVMEERKIKVYLPRMKMEE
KYNLTSVLMAMGITDVFSSSANLSGISSAESLKISQAVHAAHAEINEAGREVV
GSAEAGVDAASVSEEFRADHPFLFCIKHIATNAVGGSG 
 
3. Ova MHC-I  
 
GSGGENLYFQSIINFEKLTEWTSSGGSG 
 
4. Ova MHC-II  
 
GSGGISQAVHAAHAEINEAGRENLYFQGGSGGG 
 
5. E9i3 
 
TLVGVVVSTNRLEEEINNQLLLQKYPPPRYITVHCEPRLPNLISEIAIFD 
 
6. E9i3 helix 
 
GSGGTNRLEEEINNQLLLQKYGSGG 
 
7. Esp3 
 
NGKYFSKVGSAGLKQLTNKLDINECATVDELVDEINKSGTVKRKIKNQSAFDL
SRECLGYPEADFITLVNNMRFKIENCKVVNFNIENTNCLNNPSIETIYRNFNQF
VSIFNVVTDVKKRLFENLYFQG 
 
8. Esp3 helix 
 
GSGGGSIETIYRNFNQFVSIFNVVTDVKKRLFENLYFQG 
 
9. TevChik  
 
GSGGENLYFQSTKDNFNVYKATRPYLAHGGSG 
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10. L52-L67 
 
GSGGENLYFQGLQIGIKTDDSHDWTKLGSGG 
 
11. L52-L83  
 
GSGGENLYFQGLQIGIKTDDSHDWTKLRYMDNHMPADAERAGLGSGG 
 
12. Nanobody  
 
GSGGENLYFQSMAQVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGRTFSGAMGWFRQ
APGKEREFVAGIGGAGGTTYYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDT
AVYYCAAGGAYDYWGQGTQVTVGGSGGGSGS 
 
13. DARPin/off7  
 
➢ Construction #1 (179 aa) 
GSGGGSGGGSDLGRKLLEAARAGQDDEVRILMANGADVNAADNTGTTPLHL
AAYSGHLEIVEVLLKHGADVDASDVFGYTPLHLAAYWGHLEIVEVLLKNGA
DVNAMDSDGMTPLHLAAKWGYLEIVEVLLKHGADVNAQDKFGKTAFDISID
NGNEDLAEILQKLNENLYFQSGGSGS 
 
➢ Construction#2 (108 aa)   
GSGGDNTGTTPLHLAAYSGHLEIVEVLLKHGADVDASDVFGYTPLHLAAYW
GHLEIVEVLLKNGADVNAMDSDGMTPLHLAAKWGYLEIVEVLLKHGADVNA
ENLYFH  
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ANNEXES II : 
DONNEES SUR LA BIODISTRIBUTION 
DE L’ADDOMER CHEZ LA SOURIS 
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A) 
 
B) 
 
C) 
 
D) 
 
Biodistribution de l’ADDomer dans les GL par souris :  
A et B) Injection en IM de l’ADDomer chez la souris : L’ADDomer n’est drainé dans le ganglion 
inguinal droit que chez 1 souris sur 4. C et D) Injection en SC de l’ADDomer chez la souris : Seules 
2 souris sur 4 ont drainé l’ADDomer jusqu’au GL à T1h. A T5h, le signal est retombé au niveau du 
bruit de fond. 
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ANNEXES III : 
DONNEES SUR LA REPONSE ANTI 
EPITOPIQUE CHEZ LA SOURIS 
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A) 
 
B) 
 
C) 
 
D) 
 
Réponse anti-épitopique par souris 
A, B, C et D) Détection des IgG anti E2EP3 dans le sérum dilué au 1/100ème des souris injectées 
avec les différents ADDomers respectivement à S0, S2, S4 et S6. 
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